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RESUMO 
O  patóxeno  oportunista  Acinetobacter  baumannii  é  un  dos  seis  microorganismos 
multirresistentes  que  máis  preocupa  nos  hospitais  de  todo  o  mundo.  Isto  débese  á  súa 
capacidade para persistir  en  ambientes  extremos,  xa que  ten a  capacidade de  sobrevivir  no 
ambiente hospitalario, e á súa versatilidade xenética, xa que ten a capacidade para desenrolar 
mecanismos  de  resistencia  a  antibióticos  e  desinfectantes.  Múltiples  brotes  hospitalarios 
producíronse por cepas de A. baumannii multirresistentes ao longo de tódolos continentes. A 
presente  tese  de  doutoramento  trata  do  estudo  dun  dos  brotes  máis  longos  da  historia 
producido por varias cepas de A. baumannii multirresistentes, no Hospital 12 de Octubre de 
Madrid durante os anos 2006‐2008 e que afectou a 377 doentes. 
A presente tese doutoral divídese en catro capítulos: 
No  capítulo  1,  preséntase  o  estudo  da  epidemioloxía  clínica  e  molecular  dun  brote 
hospitalario  causado  por  varias  cepas  de  A.  baumannii  multirresistentes  portadoras  da  β‐
lactamasa OXA‐24. 
No  capítulo  2,  preséntase  o  estudo  do  posible  mecanismo  de  diseminación  da  β‐
lactamasa  OXA‐24  entre  ás  distintas  cepas  dun  mesmo  brote  hospitalario.  Ademáis, 
describiuse por primeira vez unha cepa de A. calcoaceticus productora desta β‐lactamasa OXA‐
24. 
No capítulo 3, descríbese o xenoma completo do clon maioritario do brote hospitalario, 
a cepa de A. baumannii AbH12O‐A2 (código de acceso ao GenBank: CP009534.1) 
E,  finalmente,  no  capítulo  4,  descríbese  a  implicación  dun  sistema  de  dúas 
compoñentes,  o  sistema  AbFhaB/AbFhaC,  pertencente  ao  sistema  de  secreción  tipo  V,  en 
adherencia a células epiteliais humanas e en virulencia.  
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RESUMEN 
El patógenos oportunista Acinetobacter baumannii es uno de los seis microorganismos 
multirresistentes  que  más  preocupa  en  hospitales  de  todo  el  mundo.  Esto  es  debido  a  su 
capacidad para persistir en ambientes extremos, ya que es capaz de sobrevivir en el ambiente 
hospitalario,  y  a  su  versatilidad  genética,  ya  que  tiene  la  capacidad  para  desarrollar 
mecanismos  de  resistencia  a  antibióticos  y  desinfectantes.  Múltiples  brotes  hospitalarios 
producidos  por  cepas  de  A.  baumannii  multirresistentes  han  sido  descritos  en  todos  los 
continentes. El presente trabajo aborda el estudio de uno de los brotes más importantes de la 
historia  producido  por  varias  cepas  de  A.  baumannii  multirresistentes,  que  surgió  en  el 
Hospital 12 de Octubre de Madrid, durante los años 2006‐2008 y que afectó a 377 pacientes. 
La presente tesis doctoral está dividida en cuatro capítulos: 
En el capítulo 1 se presenta el estudio la epidemiología clínica y molecular de un brote 
hospitalario  causado por  varias  cepas  de A. baumannii multirresistentes portadoras de  la  β‐
lactamasa OXA‐24. 
En el capítulo 2 se describe el estudio del posible mecanismo de diseminación de la β‐
lactamasa  OXA‐24  entre  las  distintas  cepas  de  un  mismo  brote  hospitalario.  Además,  se 
describió por primera vez una cepa de A. calcoaceticus productora de la β‐lactamasa OXA‐24. 
En  el  capítulo  3  se  describe  el  genoma  completo  del  clon  mayoritario  del  brote 
hospitalario, la cepa de A. baumannii AbH12O‐A2 (código de acceso a GenBank: CP009534.1) 
Finalmente,  en  el  capítulo  4,  se  describe  la  implicación  de  un  sistema  de  dos 
componentes,  el  sistema  AbFhaB/AbFhaC,  perteneciente  al  sistema  de  secreción  tipo  V,  en 
adherencia a células epiteliales humanas y en virulencia.  
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ABSTRACT 
Acinetobacter  baumannii  is  an  opportunistic  pathogen  belonging  to  the  six 
multirresistant  organisms  of  greatest  concern  in  hospitals  worldwide.  This  fact  is  due  to  its 
ability to persist in adverse environments being able to survive in the hospital settings, and to 
its  genetic  versatility,  being  able  to  develop  resistance  mechanisms  to  antibiotics  and 
disinfectants.  Multiple  hospital  outbreaks  caused  by  multidrug‐resistant  strains  of  A. 
baumannii  have  been  described  in  all  continents.  This  work  is  focused  in  the  study  of  the 
largest  outbreak  produced  by  various  multidrug‐resistant  A.  baumannii  strains,  which  has 
emerged in the Hospital 12 de Octubre, Madrid, Spain, affecting 377 patients during the years 
2006‐2008. 
The present work is divided into four chapters: 
In  chapter  1,  we  studied  the  clinical  and  molecular  epidemiology  of  the  above 
mentioned  hospital  outbreak  caused  by  various  multidrug‐resistant  A.  baumannii  strains 
harboring the β‐lactamase OXA‐24. 
In chapter 2, we described the possible spread mechanism for the β‐lactamase OXA‐24 
among different  strains during  the hospital outbreak.  Furthermore,  the  first A.  calcoaceticus 
strain producing the β‐lactamase OXA‐24 was described. 
In  chapter  3,  we  described  the  complete  genome  of  the  A.  baumannii  AbH12O‐A2 
strain  (GenBank  accession  code:  CP009534.1),  the  main  clone  found  in  during  the  hospital 
outbreak. 
Finally,  in  Chapter  4,  we  studied  the  involvement  of  a  two  component  system, 
AbFhaB/AbFhaC, belonging to the type V secretion system,  in adherence to human epithelial 
cells and virulence. 
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Las enfermedades infecciosas representan un importante problema de salud, debido a su 
elevada  morbimortalidad  y  a  las  implicaciones  económicas  que  suponen  para  el  sistema 
sanitario.  Los  antibióticos  constituyen  uno  de  los  logros  más  importantes  de  la  medicina 
durante el siglo XX, no sólo porque son la causa directa de la disminución de  la morbilidad y 
mortalidad producida por infecciones bacterianas sino porque, además, han proporcionado el 
desarrollo de otras áreas médicas relacionadas con el control de la infección.  
El  descubrimiento  de  la  penicilina  en  1928,  que  fue  el  primer  compuesto  natural  con 
actividad antibacteriana, supuso un antes y un después en el tratamiento de las enfermedades 
infecciosas. En las siguientes décadas, el ritmo en el descubrimiento y el desarrollo de nuevas 
familias  de  antibióticos  fue muy  rápido.  Sin  embargo,  este  ritmo  se  ha  ralentizado  y,  en  las 
últimas décadas, muy pocas moléculas o nuevas familias de antibióticos se han incorporado al 
uso terapéutico. Esto supone un importante problema que dificulta el tratamiento de muchas 
infecciones,  teniendo  en  cuenta  el  incremento  alarmante  de  resistencia  de  las  bacterias  a 
estos  fármacos.  De  hecho,  muchos  de  los  antibióticos  disponibles  en  la  actualidad  están 
obsoletos o no son efectivos debido a la enorme plasticidad genética de las bacterias la cual les 
permite  adaptarse  y  evolucionar  hacia  formas  de  resistencia  (7).  Así,  aparecen  nuevos 
patógenos  emergentes  que,  en  muchos  casos,  son  portadores  de  resistencias  intrínsecas  y 
cuya opción  terapéutica se ve reducida únicamente a un único antibiótico. Dada  la situación 
ante  la  que  nos  encontramos  y  la  ausencia  de  tratamientos  eficaces  frente  a  bacterias 
patógenas  multirresistentes,  es  necesaria  la  creación  de  nuevas  estrategias  con  el  fin  de 
optimizar y proteger el uso de los antibióticos de los que se disponen a día de hoy. Además, es 
importante  invertir  e  investigar  en  nuevas  moléculas  antimicrobianas,  basándonos  en  el 
descubrimiento de nuevas dianas de acción que sean útiles para combatir los microorganismos 
multirresistentes cuyo tratamiento está comprometido en la actualidad.  
1.1. El género Acinetobacter spp. 
La  historia  del  género  Acinetobacter  (del  griego  ακινετοσ  [akinetos],  inmóvil)  se 
remonta  a  comienzos  del  siglo  XX,  cuando  Beijerinck,  un  microbiólogo  danés,  describió  un 
microorganismo  al  que  llamó  Micrococcus  calcoaceticus.  Éste  fue  aislado  del  suelo  tras 
enriquecerlo  con  un  medio  que  contenía,  entre  otros  componentes,  calcio‐acetato.  En  las 
siguientes  décadas  se  describieron  microorganismos  similares,  que  fueron  asignados  a,  al 
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menos,  15  géneros  y  especies  diferentes,  incluyendo  Diplococcus  mucosus,  Micrococcus 
calcoaceticus,  Alcaligenes  haemolysans,  Mima  polymorpha,  Moraxella  lwoffi,  Herellea 
vaginicola,  Bacterium  anitratum, Moraxella  lwoffi  var.  Glucidolytica,  Neisseria winogradskyi, 
Achromobacter  anitratus  y  Achromobacter  mucosus.  La  designación  actual  del  género 
Acinetobacter, que ha sufrido múltiples cambios taxonómicos, fue inicialmente propuesta por 
Brisou y Prévot en 1954  con el  fin de  separar  los microorganismos móviles de  los  inmóviles 
dentro  del  género  Achromobacter,  aunque  no  fue  hasta  1968  cuando  la  designación  del 
género Acinetobacter fue aceptada (8‐10). 
 El  género Acinetobacter,  tal  y  como  se  define  actualmente,  está  compuesto  por  un 
grupo  heterogéneo  de  bacilos  o  cocobacilos  Gram‐negativos,  aerobios  estrictos,  no 
fermentadores, inmóviles, catalasa‐positivo, oxidasa negativo y con un contenido de guanina y 
citosina,  en  su  ADN  de  entre  el  39  %  y  el  47  %.  Basándose  en  los  datos  taxonómicos más 
recientes, se ha incluido el género Acinetobacter en la familia Moraxellaceae, dentro del orden 
Gammaproteobacteria, el  cual  incluye  los géneros Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter y 
otros organismos relacionados.  
A día de hoy, basándose en estudios de hibridación ADN‐ADN y gracias a los avances 
en las técnicas de secuenciación de genomas completos, el género Acinetobacter engloba 41 
especies  propuestas  (http://www.bacterio.net/acinetobacter.html),  dentro  de  las  cuales,  38 
especies  están validadas  (Tabla 1).  La última especie en  ser  aceptada dentro del  género  fue 
Acinetobacter viriabilis, dato publicado en abril del año 2015 (11, 12).  
Tabla 1. Especies pertenecientes al género Acinetobacter. 
Especie  Nº genospecie  Referencia  Hábitat o fuente principal 
Acinetobacter apis  Kim y col. 2014  Tracto intestinal de una abeja 
A. baumannii  2  Bouvet and Grimont, 1986  Muestras clínicas humanas, suelo, vegetales 
A. baylyi  Carr y col. 2003  Lodos, suelo 
A. beijerinckii  Nemec y col. 2009  Agua, suelo 
A. bereziniae  10  Nemec y col. 2010  Suelo, muestras humanas y vegetales 
A. brisouii  Anandham y col. 2011  Suelo 
A. bohemicus  Krizova y col .2015  Suelo, agua 
A. boissieri  Álvarez‐Pérez y col. 2013  Néctar de flores 
A. bouvetii  Carr y col. 2003  Lodos, suelo 
A. calcoaceticus  1  Beijerinck 1911; Baumann y col. 1968 
Suelo, agua, muestras clínicas humanas en 
menor medida 
A. gandensis  Smet y col. 2014  Muestras de animales 
A. gerneri  Carr y col. 2003  Lodos activados 
A. grimontii  Carr y col. 2003  Lodos activados 
Introducción 
27	
A. guangdongensis  Feng y col. 2014  Suelo 
A. guillouiae  11  Nemec y col. 2010  Suelo, agua, heces humanas 
A. gyllenbergii  Nemec y col. 2009  Muestras humanas 
A. haemolyticus  4  Bouvet and Grimont, 1986  Muestras humanas 
A. harbinensis  Li y col. 2014  Agua de río 
A. indicus  Malhotra y col. 2012  Vertedero 
A. johnsonii  7  Bouvet and Grimont, 1986  Suelo, agua, piel humana y animal 
A. junii  5  Bouvet and Grimont, 1986  Muestras humanas 
A. kookii  Choi y col. 2013  Suelo 
A. lwoffii  8/9  Audureau 1940; Brisou and Prévot 1954  Piel humana y animal 
A. nectaris  Álvarez‐Pérez y col. 2013  Néctar de flores 
A. nosocomialis  13TU  Nemec y col. 2011  Muestras clínicas humanas, suelo 
A. pakistanensis  Abbas y col. 2015  Agua de deshecho 
A. parvus  Nemec y col. 2003  Muestras humanas y animales 
A. pittii  3  Nemec y col. 2011  Muestras humanas, suelo y vegetales 
A. puyangensis  Li y col. 2013  Muestra vegetal 
A. qingfengensis  Li y col. 2014  Muestra vegetal 
A. radioresistens  12  Nishimura y col. 1988  Suelo y muestras humanas y vegetales 
A. rudis  Vaz‐Moreira y col. 2011  Muestras de residuos 
A. seiferti  Nemec y col. 2015  Muestras humanas 
A. schindleri  Nemec y col. 2001  Muestras humanas 
A. soli  Kim y col. 2009  Suelo 
A. tandoii  Carr y col. 2003  Lodos activos 
A. tjernbergiae  Carr y col. 2003  Lodos activos 
A. towneri  Carr y col. 2003  Lodos activos 
A. ursingii  Nemec y col. 2001  Muestras humanas 
A. viriabilis  Krizova y col. 2015  Muestras humanas y animales 
A. venetianus  Vaneechoutte y col. 2009 ex Di Cello y col. 1997  Agua marina 
Dentro del género Acinetobacter hay cuatro especies fenotípicamente muy similares y 
que, además, están mucho más  relacionadas entre  sí que con  las otras especies del género: 
Acinetobacter  calcoaceticus,  A.  baumannii  (clínicamente  la  especie  más  importante  del 
género),  A.  pittii  (antiguamente  conocida  como  A.  genospecie  3)  y  A.  nosocomialis 
(antiguamente conocida como A. genospecie 13TU)  (13). Estas  cuatro especies  componen  lo 
que  se denomina  complejo ACB  (A.  calcoaceticus‐A.  baumannii)  (14,  15). Desde el  punto de 
vista clínico, este complejo pertenece al grupo de mayor importancia clínica, ya que representa 
a  la mayoría de  las  infecciones humanas y brotes hospitalarios producidos por Acinetobacter 
spp  (13,  15,  16).  Aunque  el  resto de  especies  del  género Acinetobacter  (no ACB)  suelen  ser 
sensibles  a  los  antibióticos,  se  han  descrito  casos  en  los  que  las  especies  desarrollan 
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mecanismos  de  resistencia.  Tal  es  el  caso  de  la  detección  de  la metalo‐β‐lactamasa NDM‐1 
descrita  en  una  cepa  de A.  schindleri  (17),  de  una  β‐lactamasa  tipo OXA‐134  descrita  en A. 
lwoffii  y  A.  schindleri  (18)  o  de  una  metalo‐β‐lactamasa  IMP‐1  descrita  en  A.  ursingii  (19) 
llegando  incluso  a  producir  brotes  hospitalarios  (20).  De  todas  formas,  estas  infecciones 
producidas  por Acinetobacter  sp.  no  pertenecientes  al  complejo  ACB  suelen  llevar  un  buen 
curso y suelen estar asociadas a una baja mortalidad. 
La mayoría de las especies de Acinetobacter son ubicuas y, como se observa en la Tabla 
1, se han aislado a partir de diversos nichos ecológicos, comprendiendo la piel humana (21) o 
el  suelo y agua  (22‐25).  La especie  con mayor  relevancia clínica dentro de este género es A. 
baumannii. Esta bacteria se ha manifestado como un patógeno sumamente importante debido 
al  incremento de  las  infecciones nosocomiales que ha causado en  los últimos 30 años, y a  la 
propagación global de cepas portadoras de resistencias a múltiples antibióticos. 
1.2. El patógeno Acinetobacter baumannii 
A. baumannii  es  la bacteria 
más  conocida  dentro  del  género 
Acinetobacter.  Se  trata  de  un 
cocobacilo  Gram‐negativo 
oportunista,  no  fermentador  de 
glucosa  y  sin  flagelo.  Al  contrario 
que  otras  especies  del  género 
Acinetobacter,  frecuentemente 
aisladas del  suelo,  agua  y  animales 
(4,  22), A.  baumannii  se  encuentra 
casi  exclusivamente  en  ambientes 
hospitalarios,  siendo  responsable 
del  2‐10  %  de  las  infecciones 
hospitalarias  producidas  por  microorganismos  Gram‐negativos.  La  IDSA  (Infectious  Diseases 
Society of America) ha englobado a A. baumannii dentro de ESKAPE, siglas que representan a 
los  microorganismos  “más  problemáticos”  en  hospitales  de  todo  el  mundo.  Enterococcus 
faecium  resistente  a  vancomicina,  Staphylococcus  aureus  resistente  a  meticilina  (MRSA), 
Klebsiella  pneumoniae,  Acinetobacter  baumannii,  Pseudomonas  aeruginosa,  y  Enterobacter 
Figura 1. Imagen de microscopía electrónica de barrido (SEM) de 
la cepa clínica de  A. baumannii AbH12O‐A2. Imagen tomada a 
50.000 aumentos. 
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especies (26) se engloban en este grupo dada su alto grado de morbilidad, mortalidad y costes 
sanitarios.  A.  baumannii  tiene  una  elevada  capacidad  para  sobrevivir  y  diseminarse 
rápidamente en el ambiente hospitalario. Es capaz de persistir  largos períodos de tiempo en 
superficies y objetos inanimados y de adquirir mecanismos de resistencia a un amplio rango de 
compuestos antimicrobianos (27). 
1.2.1. Importancia clínica de Acinetobacter baumannii 
Cada vez son más frecuentes las infecciones hospitalarias producidas por A. baumannii. 
En muchas ocasiones,  estas  infecciones  son  causadas por  cepas multirresistentes,  afectando 
generalmente a individuos portadores de graves enfermedades subyacentes. 
La infección nosocomial 
Este  patógeno  humano  es  reconocido  como  el  causante  de  una  amplia  gama  de 
infecciones nosocomiales  graves,  tales  como neumonía  (asociada a  la  ventilación mecánica), 
bacteriemia, endocarditis, infecciones de piel y tejidos blandos, infecciones del tracto urinario 
y  meningitis.  Las  manifestaciones  clínicas  más  frecuentes  son  la  neumonía  asociada  a 
ventilación mecánica y las bacteriemias (28, 29), ambas relacionadas con una alta morbilidad y 
mortalidad, entre el 40 y el 70 % de los casos, respectivamente. En la mayoría de los casos, se 
cree que las infecciones son adquiridas por el contacto con material hospitalario contaminado 
con  A.  baumannii  o  por  contacto  con  el  personal  hospitalario  que  ha  estado  expuesto  al 
microorganismo (5, 28, 29). Estas infecciones, además de estar asociadas a una alta mortalidad, 
conllevan un incremento de la estancia en el hospital de los pacientes, lo que se traduce en un 
incremento de los gastos médicos (30). Los factores de riesgo que predisponen a los pacientes 
a la colonización o infección con A. baumannii son similares a los que se han identificado para 
otros microorganismos MDR. Estos incluyen:  
 factores del propio paciente: la cirugía previa, una herida traumática (en particular 
una quemadura), una enfermedad grave subyacente o bebés prematuros. 
 factores relacionados con la exposición: el ingreso en UCI, estancia prolongada en 
el  hospital,  permanecer  en  un  habitáculo  con  un  A.  baumannii  endémico  o 
presencia de equipos médicos contaminados. 
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 factores  relacionados  con  tratamientos  médicos:  la  ventilación  mecánica,  la 
presencia de dispositivos invasivos (catéteres intravasculares, catéteres urinarios o 
tubos de drenaje), el número de procedimientos  invasivos realizados y  la  terapia 
previa antimicrobiana. 
El  estudio  de  los  factores  de  riesgo  asociados  es  importante  para  el  desarrollo  de 
medidas de prevención de la colonización e infección por este microorganismo.  
La infección comunitaria. 
Se  reconoce  a  A.  baumannii  como  una  infrecuente  pero  importante  causa  de 
neumonía  comunitaria.  La  mayoría  de  los  casos  están  relacionados  con  otro  tipo  de 
enfermedades  subyacentes,  como  el  alcoholismo,  el  tabaquismo,  el  EPOC  o  la  diabetes 
mellitus.  Esto  ha  sido  observado  en  regiones  tropicales  de Asia  y  Australia  caracterizándose 
por tener un curso clínico fulminante, con infección secundaria del torrente sanguíneo y una 
elevada mortalidad  (entre  el  40 %  y  el  60 %).  Otras  formas  de  infecciones  causadas  por A. 
baumannii adquiridas en la comunidad son infrecuentes (28). 
Dado que la  infección por A. baumannii normalmente ocurre en pacientes críticos,  la 
mortalidad asociada es alta. Estos pacientes a menudo presentan un mal pronóstico,  siendo 
difícil  determinar  el  verdadero  impacto  clínico de  éste microorganismo,  así  como  calcular  la 
mortalidad atribuible a la infección independientemente de la gravedad de sus enfermedades 
subyacentes.  
1.3. Métodos de identificación 
 Las  especies  que  componen  este  género,  crecen  en medios  de  cultivo  típicos  tales 
como Columbia agar‐sangre en condiciones de aerobiosis y a temperaturas de 37 °C. Bouvet y 
Grimont propusieron en 1986 un esquema de identificación fenotípica basado en 38 ensayos 
que posteriormente se amplió  incluyendo pruebas de crecimiento a distintas temperaturas o 
distintas fuentes de carbono (31). Esta metodología es muy laboriosa y en la práctica clínica ya 
no se lleva a cabo. 
Los  métodos  de  identificación  molecular  son más  exactos  que  los  fenotípicos  en  la 
identificación  de  las  distintas  especies  de  Acinetobacter  y  han  contribuido  a  una  mejor 
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comprensión de  la epidemiología y  la  importancia clínica de  las especies del género durante 
los  últimos  años.  Cabe  mencionar  que  el  uso  de  estas  técnicas  se  limita  a  laboratorios  de 
referencia.  
Los  métodos  de  identificación  tradicional  incluyen  serotipado,  ribotipado,  ARDRA 
(Amplified  Ribosomal  DNA  Restriction  Analysis),  AFLP  (Amplified  Fragment  Lenght 
Polimorphism) (28), PFGE (Pulse‐Field Gel Electrophoresis), métodos basados en ADN‐repetitivo 
rep‐PCR  (Repetitive  Extragenic  Palindromic  Sequence‐based  Polymerase  Chain  Reaction),  AP‐
PCR  (Arbitrary  Primer  Sequence‐based  Polymerase  Chain  Reaction)  (32),  RAPD  (Randomly 
Amplified Polymorphic DNA) (33) y MLST (Multilocus Sequence Typing).  
Otras  técnicas  de  identificación  genotípica, más modernas  y  rápidas,  se  basan  en  la 
creación de plataformas de identificación. El uso de la secuenciación masiva, PCR‐ESI‐MS (PCR 
ligada  a  Electrospray  Ionization  Mass  Spectrometry)  o  métodos  basados  en  proteómica, 
MALDI‐TOF,  Matrix‐Assisted  Laser  Desorption/Ionization  (desorción/ionización  por  láser 
asistida por matriz) y TOF por el analizador Time of Flight (tiempo de vuelo) (34, 35) facilitan el 
trabajo diario en cuanto a coste y tiempo en un laboratorio de microbiología clínica.  
La  utilización  de  estas  técnicas  de  identificación  genotípica  en  cepas  clínicas  de  A. 
baumannii,  epidémicas  y  no  epidémicas,  nos  ha  permitido  identificar  linajes  clonales 
diseminados por todo el mundo y responsables de brotes hospitalarios. Estudios actuales han 
identificado  al  menos  6  grupos  ICL  (International  Clonal  Lineage)  distribuidos  por  todos  los 
continentes. Dentro de estos grupos se engloban los Clones Europeos I, II y III (36). 
1.4. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos. 
La  resistencia  a  antimicrobianos  entre  las  distintas  especies  de  Acinetobacter  y,  en 
especial la de A. baumannii, se ha incrementado de manera sustancial en las últimas décadas, 
lo  que  supone  un  importante  problema  para  el  sistema  sanitario,  ya  que  compromete 
enormemente la capacidad para tratar a los pacientes infectados con este patógeno. Los casos 
descritos  de  infecciones  producidas  por  cepas  de  A.  baumannii  pan‐resistentes  (cepas 
resistentes a todos los antibióticos usados en la clínica) son especialmente alarmantes (5). 
Los principales mecanismos de resistencia a diferentes antibióticos identificados en A. 
baumannii se resumen en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Principales mecanismos de resistencia en A. baumannii  , publicado por McConnell y 
col, 2014 (5). 
Antibiótico  Mecanismo de resistencia  Ejemplos 
β‐lactámicos 
Inactivación por enzimas 
β‐lactamasas: AmpC, TEM, VEB, PER, CTX‐M, SHV,  
Carbapenemasas: OXA‐23,  ‐40,  ‐51,  ‐58,  ‐143,  ‐like, 
VIM, IMP, NDM‐1, ‐2 
Disminución expresión 
porinas  carO, omp 33‐36, oprD‐like 
Alteración PBPs  PBP2 
Bombas de expulsión  AdeABC 
Fluoroquinolonas 
Modificación diana de unión  Mutaciones en gyrA y parC 
Bombas de expulsión  AdeABC, AdeM 
Aminoglucósidos 
AMEs  AAC, ANT, APH 
Bombas de expulsión  AdeABC, AdeM 
Metilación ribosomal  armA 
Tetraciclinas 
Bombas de expulsión  AdeABC, tetA, tetB 
Protección ribosomal  tetM 
Glicilclicinas   Bombas de expulsion  AdeABC 
Polimixinas 
(Colistina)  Modificación diana de unión 
Mutaciones  en  el  sistema  regulador  de  dos 
componentes PmrA/B (modificacion de los LPS) 
Mutaciones en los genes de biosíntesis de LPS 
El  presente  trabajo  se  centrará  en  los  mecanismos  de  resistencia  a  antibióticos  β‐
lactámicos. 
1.4.1. Antibióticos β‐lactámicos y mecanismos de resistencia 
La  importancia  del  descubrimiento  de  Alexander  Fleming  en  1928  del  primer 
antibiótico de éxito terapéutico, producido por el hongo Penicillium notatum, significó el inicio 
de la edad de oro de los antimicrobianos.  
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Los antibióticos β‐lactámicos constituyen la familia más numerosa de antimicrobianos 
y más utilizada en la práctica clínica.  
Los  antibióticos  β‐
lactámicos  se  caracterizan  por 
tener  un  anillo  β‐lactámico,  lo 
cual determina en gran medida 
sus  características.  Este  anillo 
es  esencial  para  que  la 
molécula  funcione  a  la 
perfección,  pero  por  si  solo 
carece  de  actividad 
antimicrobiana  y  necesita  ser 
activado  por  otros  radicales 
para poder unirse a sus receptores (proteínas fijadoras de la penicilina, PBPs). La naturaleza de 
los  radicales  esenciales  que  se  unen  al  anillo  β‐lactámico  define  las  diferentes  clases  de 
antibióticos  β‐lactámicos.  Los  anillos  estructurales  más  frecuentes  son  dos:  el  anillo  β‐
lactámico y otro en combinación (anillo secundario). De los anillos secundarios, depende gran 
parte de la actividad de estos antibióticos y su resistencia a las β‐lactamasas. En la Figura 2 se 
muestran  las  estructuras  de  los  principales  antibióticos  β‐lactámicos:  penicilinas, 
cefalosporinas, monobactámicos, oxacilinas y carbapenemes. 
Los antibióticos β‐lactámicos son agentes bactericidas que producen su efecto a través 
de dos mecanismos: 1) inhibiendo o disminuyendo la formación de enlaces entre las cadenas 
de  peptidoglicano  (PG),  afectando  a  la  síntesis  de  la  pared  bacteriana  y  2)  induciendo  la 
liberación de autolisinas que hacen que la bacteria acabe lisándose (37). Hay tres mecanismos 
principales a través de los cuales una bacteria se hace resistente a un agente antimicrobiano. 
Estos incluyen la producción de enzimas inactivadoras de antibióticos, la alteración de la diana 
del antimicrobiano y la disminución de la concentración de la droga en el interior de la célula 
mediante el control de la permeabilidad de membrana, modificando la expresión de proteínas 
de  membrana,  tales  como  porinas  y  bombas  de  expulsión  (Figura  3).  En  ocasiones,  estos 
mecanismos de resistencia a β‐lactámicos pueden ir asociados a otros mecanismos causantes 
de la resistencia a otras familias de antibióticos (38).  
Figura 2. Esquema de los antibióticos β‐lactámicos clínicamente más 
relevantes. 
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1.4.1.1. Modificación de la diana del antimicrobiano. 
Las  alteraciones  en  las  PBPs  pueden  conllevar  una  pérdida  de  afinidad  por  los  β‐
lactámicos  con  la  consiguiente  disminución  de  su  actividad  (39).  Estas  proteínas  se  han 
denominado así por ser las dianas de las penicilinas y son indispensables para la formación e 
integridad  de  la  pared  bacteriana.  La  unión  de  los  antimicrobianos  a  las  PBPs  causa  la 
inhibición  del  crecimiento  bacteriano,  la  inhibición  de  la  división  celular  y  la  pérdida  de  la 
biosíntesis de muropéptidos de pared celular originando la lisis celular (39, 40). La información 
es limitada en cuanto al papel de la resistencia a β‐lactámicos de las PBPs en A. baumannii, ya 
que afecta principalmente a cocos Gram‐positivos.  
Fernández‐Cuenca  y  col.  (2003)  relacionaron  una  PBP  de  73,2  KDa  (PBP2a)  con  la 
resistencia  a  imipenem  y  meropenem,  mientras  que  su  total  ausencia,  junto  con  la 
modificación  de  otra  PBP  de  70,1  KDa  (PBP2b)  se  asoció  con  niveles  de  resistencia  más 
elevados  en  ambos  compuestos  (41). Más  recientemente,  Cayô  y  col.  (2011)  estudiaron  las 
secuencias  nucleotídicas  de  los  genes  que  codifican  PBPs  en A.  baumannii  y  analizaron  sus 
variaciones alélicas en cepas sensibles y resistentes a β‐lactámicos (42). 
1.4.1.2. Control de la permeabilidad de membrana. Porinas y bombas de expulsión 
Figura 3.  Esquema de la composición de la pared celular de las bacterias Gram‐negativas y  los diferentes
mecanismos de resistencia a β‐lactámicos. Figura adaptada de Llarrul y col. 2010. 
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Porinas 
La  porinas  son  proteínas  de  membrana  que  forman  canales  en  la  membrana 
bacteriana. Estos canales regulan la entrada de algunos elementos, generalmente compuestos 
hidrófilos  y  de  pequeño  tamaño  y,  entre  ellos,  la  mayoría  de  los  antibióticos  β‐lactámicos. 
Muchas bacterias han desarrollado estrategias de supervivencia como son las variaciones en la 
estructura de  sus porinas o en  la  regulación de  su expresión en  respuesta a  la presencia de 
antibióticos. 
Poco se sabe sobre  las porinas de A. baumannii. Su bajo número y pequeño tamaño 
explican su baja permeabilidad en comparación con otros patógenos Gram‐negativos,  lo cual 
implica  una  resistencia  intrínseca  a  antibióticos  (43).  La  porina  más  abundante  y  mejor 
conocida  en A. baumannii  es HMP‐AB  (proteína modificable por  calor),  hoy en día  conocida 
como  OmpA  por  su  homología  con  la  OMP‐A  de  Enterobacteriaceae  y  con  OMP‐F  de 
Pseudomonas aeruginosa. 
 Se  ha  demostrado  que  la  reducción  en  la  expresión  de  algunas  porinas  afecta  a  la 
resistencia a antibióticos β‐lactámicos. Limansky y col. (2002) demostraron que la resistencia a 
imipenem  estaba  relacionada  con  la  pérdida  de  una  porina  de  29  KDa,  CarO  (44).  En  otro 
trabajo  se  demostró  que  la  pérdida  de  la  porina  Omp33‐36,  también  estaba  asociada  a  la 
resistencia a carbapenemes (45).  
Bombas de expulsión 
Las bombas de expulsión son mecanismos de expulsión de membrana que median la 
salida de compuestos tóxicos que podrían dañar la célula bacteriana. Entre las sustancias que 
son  capaces  de  expulsar  también  se  encuentran  los  antibióticos.  La  multirresistencia 
bacteriana a menudo está relacionada con un incremento en la expresión de las proteínas que 
componen  las  bombas  de  expulsión.  Los  antibióticos  expulsados  al  exterior  celular  por  las 
bombas  tienen que  cruzar  la membrana  externa poco permeable  para  volver  a  entrar  en  la 
célula.  Es  por  ello  que  las  bombas  de  expulsión  trabajan  sinérgicamente  con  la  baja 
permeabilidad de la membrana externa (43). 
En A.  baumannii  se  han  identificado  sistemas de  expulsión  asociados  a  resistencia  a 
antibióticos  (generalmente  macrólidos,  tetraciclinas  y  quinolonas)  pertenecientes  a  4 
superfamilias: RND, MATE, MFS y SMR (46). La bomba de expulsión AdeABC, perteneciente a la 
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superfamilia RND, es la mejor caracterizada en A. baumannii. Como todas las bombas de este 
tipo  presenta  una  estructura  formada  por  tres  componentes:  AdeB  (componente 
transmembrana), AdeA  (la proteína de  fusión de  la membrana  interna), y AdeC  (proteína de 
membrana  externa).  Los  genes  responsables  de  la  bomba  AdeABC  se  localizan  en  el 
cromosoma, y su expresión está  regulada por un sistema de dos componentes  (AdeRS)  (46). 
Experimentos  de  inactivación  con  un  aislado  clínico  que  sobreexpresa  la  bomba  AdeABC 
concluyeron que esta bomba confiere resistencia a aminoglucósidos, β‐lactámicos (tales como 
cefepime o cefotaxime), fluoroquinolonas, tetraciclinas, tigeciclina, macrólidos, cloranfenicol y 
trimetropin.  AdeIJK  fue  el  segundo  sistema  RND  descrito  en  A.  baumannii  y  es  capaz  de 
expulsar β‐lactámicos entre otros antibióticos, contribuyendo a su resistencia intrínseca (46). 
1.4.1.3. Producción de β‐lactamasas 
La  hidrólisis  enzimática  es  el  mecanismo  de  resistencia  mayoritario  frente  a  los 
antibióticos β‐lactámicos en las bacterias Gram‐negativas y esto se debe a  la presencia de β‐
lactamasas  en  el  espacio  periplásmico.  Las  β‐lactamasas  son  enzimas  de  carácter  proteico, 
codificadas  por  un  gen  cuya  localización  puede  ser  cromosómica  pero  que,  en  ocasiones, 
puede  estar  presente  en  plásmidos  y  diseminarse  a  través  de  transposones.  Su  expresión 
puede ser  inducible o constitutiva y son capaces de hidrolizar el anillo β‐lactámico dejándolo 
inactivo.  
Origen.  Probablemente  estas  enzimas  se  han  desarrollado  como  variantes  de  las  propias 
enzimas  biosintéticas  de  la  pared  celular:  las  transpeptidasas,  transglicosidasas  y 
carboxipeptidasas,  que  se  conocen  como  las  proteínas  fijadoras  de  penicilinas  (PBPs),  las 
cuales son objeto del ataque de los β‐lactámicos. 
Clasificación.  Las  β‐lactamasas  se  clasifican  por  la  secuencia  de  sus  aminoácidos,  por  su 
espectro  de  actividad,  su  peso  molecular,  su  especificidad  de  sustrato  y  por  su  origen 
cromosómico  o  plasmídico.  La  clasificación  más  aceptada,  por  ser  la  más  sencilla  y  menos 
controvertida,  fue  publicada  por  Ambler  en  1980  y  clasifica  estas  enzimas  en  cuatro  clases 
según  su  estructura molecular:  A,  B,  C  y  D  (47).  Otra  clasificación  bastante  aceptada,  es  la 
publicada por Bush y Jacoby (48), más útil a nivel clínico y microbiológico. 
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 β‐lactamasas de clase A. Junto con las de clase C y D, son enzimas serina‐dependientes, 
presentando una serina en su sitio activo necesaria para catalizar  la hidrólisis antibiótica. En 
este proceso se cataliza un acil‐intermediario uniendo la serina del centro activo al anillo del 
antibiótico,  haciéndolo  así  inactivo. Hidrolizan  antibióticos  como  cefalosporinas  de  tercera  y 
cuarta generación y aztreonam. Son inhibidas por ácido clavulánico y tazobactán. 
Dentro  de  este  grupo  de  β‐lactamasas,  están  las  denominadas  β‐lactamasas  de 
Espectro Extendido (BLEE). Estas enzimas se localizan en integrones localizados en plásmidos y 
algunas  de  ellas  son  cromosómicas.  Las  más  comunes  dentro  de  A.  baumannii  son  las  β‐
lactamasas tipo PER, VEB y GES (49), aunque también se han descrito β‐lactamasas tipo TEM, 
SHV,  CTX‐M  y RTG,  aunque  con menor  incidencia.  Las  β‐lactamasas  tipo KPC,  que  confieren 
resistencia  a  todos  los  antibióticos  β‐lactámicos,  incluidos  los  carbapenemes,  han  sido 
descritas en A. baumannii en muy contadas ocasiones (50). Aunque son enzimas con una alta 
capacidad hidrolítica, su actividad puede ser enmascarada por la presencia de una β‐lactamasa 
de clase C (AmpC) en su cromosoma, intrínseca en este género, lo que hace que sea difícil su 
detección y que no se sepa con certeza lo extendidas que están estas enzimas en A. baumannii 
(51). 
 β‐lactamasas de clase B. Las enzimas de este grupo se diferencian de las de los demás 
grupos por no  ser enzimas  serina‐dependientes,  requiriendo  la presencia de  iones metálicos 
para la ruptura del anillo β‐lactámico. Se caracterizan por su potente actividad carbapenemasa, 
por  ser  inhibidas  por  agentes  quelantes  tipo  EDTA  y  no  por  ácido  clavulánico  y  por  no 
hidrolizar monobactámicos (52, 53). Son quizás la clase menos frecuente en clínica pero, como 
ocurre con el resto de β‐lactamasas, se aíslan cada vez con mayor frecuencia. Este tipo de β‐
lactamasas  se  encuentran  frecuentemente  localizadas  en  integrones  de  clase  1,  formando 
parte de transposones, lo que les permite desplazarse con relativa facilidad de unas bacterias a 
otras. Las metallo‐β‐lactamasas con mayor relevancia clínica en A. baumannii son las tipo IMP, 
VIM,  SIM  y  NDM  (54).  Los  casos  descritos  referentes  a  las  metallo‐β‐lactamasas  NDM  son 
recientes. Inicialmente estas metallo‐β‐lactamasas fueron descritas en Klebsiella pneumoniae y 
Escherichia coli pero, rápidamente, se diseminaron a otras bacterias incluyendo A. baumannii. 
Actualmente representan una grave amenaza (55‐57). 
 β‐lactamasas  de  clase  C.  Las  β‐lactamasas  de  clase  C  (AmpC)  son  enzimas 
cefalosporinasas, que hidrolizan penicilinas, cefamicinas y cefalosporinas  (excepto cefepime). 
No  son  inhibidas  por  ácido  clavulánico  y  no  degradan  carbapenemes.  La  mayoría  de  las 
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bacterias  Gram‐negativas  portan  en  el  cromosoma  un  gen  ampC  que  expresan  de  manera 
inducible y, en algunas ocasiones, de manera constitutiva (49). La sobreexpresión de este gen 
está  asociada  a  la  inserción  de  una  secuencia  ISAba1  que  le  provee  de  una  fuerte  región 
promotora (58). 
Estudios filogenéticos concluyen que los genes cromosómicos ampC de Acinetobacter 
spp. podrían descender de un ancestro común que codifica una β‐lactamasa, de tal forma que 
dichos genes estarían más relacionados entre sí que con otros genes ampC de otras bacterias. 
Por  ello,  se  ha  propuesto  que  estos  genes  representen  una  nueva  familia  de  β‐lactamasas 
denominadas cefalosporinasas derivadas de Acinetobacter (ADCs)(51).  
 β‐lactamasas de clase D. De manera histórica, se han denominado a  las β‐lactamasas 
de clase D como oxacilinasas porque las primeras que se describieron hidrolizaban con mayor 
facilidad oxacilina que  las penicilinas  clásicas. A ello  se debe  la designación de OXA para  las 
enzimas  de  clase D. Además hidrolizan  amoxicilina, meticilina,  cefaloridina,  aunque  también 
existen las de espectro extendido. Son resistentes a los inhibidores clásicos. Por el contrario, la 
actividad carbapenemasa parece no ser una propiedad intrínseca de algunas oxacilinasas. Por 
ello,  se  pueden  diferenciar  dos  tipos  de  β‐lactamasas  de  clase  D:  enzimas  tipo  OXA  no 
carbapenemasas y enzimas tipo OXA carbapenemasas. Hasta  la fecha, han sido descritas 496 
β‐lactamasas de clase D (http://www.lahey.org/Studies/). 
Las primeras enzimas tipo OXA no carbapenemasa descritas fueron la OXA‐1, la OXA‐2 
y  la  OXA‐3  (6),  seguidas  de  las  β‐lactamasas  tipo  OXA  de  espectro  extendido,  cuyo 
representante es la OXA‐10. Estas β‐lactamasas hidrolizan mejor las cefalosporinas de tercera 
generación y han sido descritas en Pseudomonas aeruginosa (59, 60). Solo una, la OXA‐21, ha 
sido descrita en A. baumannii en una ocasión (61). 
Hasta hace escasos años,  las β‐lactamasas de clase D carbapenemasas se dividían en 
cuatro clusters: OXA‐23, OXA‐24, OXA‐51 y OXA‐58. Recientemente, a esos cuatro clusters se le 
ha sumado un quinto representado por la OXA‐143, y otros sub‐clusters de β‐lactamasas tipo 
OXA, los cuales están representados en la Tabla 3.  
Tabla 3. Enzimas tipo OXA‐carbapenemasas, descrito por Evans y Amyes, 2014 (6).
Enzimas Nº
enzimas 
del grupo 
Localización  Especies hospedadoras 
OXA‐23  OXA‐23, OXA‐27, OXA‐49, OXA‐73,  19  C/P  A. baumannii, A. junii, A. radioresistens, A. 
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OXA‐102, OXA‐103, OXA‐105, OXA‐
133, OXA‐134, OXA‐146, OXA‐165–
OXA‐171, OXA‐225, OXA‐239 
pittii, Proteus mirabilis, A. phenon 5, A. phenon 
6/ct 13TU, A. nosocomialis, Acinetobacter 
genomic species 10/11, A. lwoffii, Klebsiella 
pneumoniae, A. baylyi 
OXA‐24  OXA‐40, OXA‐25, OXA‐26, OXA‐72, OXA‐139, OXA‐160, OXA‐207  7  C/P  A. baumannii, A. haemolyticus, A. pittii, A. baylyi, Pseudomonas aeruginosa, A. 
calcoaceticus, K. pneumoniae 
OXA‐51 
OXA‐51, OXA‐64–OXA‐71, OXA‐75–
OXA‐80, OXA‐82–OXA‐84, OXA‐86–
OXA‐95, OXA‐98–OXA‐100, OXA‐
104, OXA‐106–OXA‐113, OXA‐115–
OXA‐117, OXA‐120–OXA‐128, OXA‐
130–OXA‐132, OXA‐138, OXA‐144, 
OXA‐148–OXA‐150, OXA‐172–OXA‐
180, OXA‐194–OXA‐197, OXA‐200–
OXA‐203, OXA‐206, OXA‐208, OXA‐
216, OXA‐217, OXA‐219, OXA‐223, 
OXA‐241, OXA‐242, OXA‐248–OXA‐
250, OXA‐254 
89  C/P  A. baumannii, A. nosocomialis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, K. pneumoniae 
OXA‐58  OXA‐58, OXA‐96, OXA‐97, OXA‐164  4  C/P 
A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, 
Acinetobacter phenon 6/ct 13TU, A junii 
Acinetobacter genomic species 9, A. 
bereziniae, A. calcoaceticus, A.radioresistens, 
E. cloacae, Comamonas testosteroni, E. coli, K. 
pneumoniae, Delftia acidovorans 
OXA‐
134a  OXA‐134a, OXA‐186–OXA‐191  7  C  A. lwoffii, A. schindleri 
OXA‐143  OXA‐143, OXA‐182, OXA‐231, OXA‐253, OXA‐255  5  P  A. baumannii, A. pittii 
OXA‐213  OXA‐213  17  C  A.calcoaceticus,  
OXA‐214  OXA‐214, OXA‐215  5  C  A. haemolitycus 
OXA‐211  OXA‐211, OXA‐212, OXA‐309  6  C  A. johnsonii 
OXA‐229  OXA‐228–OXA‐230, OXA‐257  8  C  A. bereziniae 
OXA‐235  OXA‐235–OXA‐237, OXA‐278  7  C/P  A. schindleri, A. baumannii 
OXA‐48 
OXA‐48, OXA‐48b, OXA‐162, OXA‐
163, OXA‐181, OXA‐199, OXA‐204, 
OXA‐232, OXA‐244, OXA‐245, OXA‐
247 
11  C/P 
E. cloacae, K. pneumoniae, E. coli, Shewanella 
xiamenensis, Citrobacter freundii, Serratia 
marcescens, Providencia rettgeri, Klebsiella 
oxytoca, Enterobacter sakazakii, A. baumannii 
Introducción	
40 
C, cromosómica; P, plasmídica 
Algunas de estas OXAs se describen a continuación: 
β‐lactamasas tipo OXA‐23. La primera enzima tipo OXA carbapenemasa descrita fue la 
enzima ARI‐1, hoy conocida como OXA‐23. Fue aislada de un paciente en Edimburgo en 1985, 
curiosamente  coincidiendo  con  el  año  en  que  es  aprobado  el  uso  del  imipenem  como 
tratamiento clínico (6, 62). Han sido descritos múltiples brotes hospitalarios producidos por A. 
baumannii  portador de OXA‐23. De hecho,  a  día de hoy,  se  trata de  la  carbapenemasa más 
frecuente  en A.  baumannii  y  está  diseminada por  el mundo  (54).  Puede estar  codificada  en 
plásmidos o en el cromosoma y, en ciertos casos, se encontró localizada en los transposones 
Tn2006, Tn2007 y Tn2008 (63‐65).  
β‐lactamasas tipo OXA‐24. El segundo grupo de enzimas tipo OXA carbapenemasas en 
A.  baumannii  es  el  representado  por  la  OXA‐24  (también  nombrada  como  OXA‐40).  Esta 
enzima fue identificada por Bou y col.  (1997), a partir de aislados que formaban parte de un 
brote hospitalario  (66).  Santillana y  col.  (2007),  resolvieron  la estructura cristalográfica de  la 
OXA‐24, siendo los primeros en identificar el puente hidrofóbico formado por la tirosina 112 y 
la  metioniona  223.  Realizando  mutagénesis  dirigida  en  estas  posiciones  aminoacídicas  se 
demostró que estos residuos eran los responsables de la orientación de los carbapenemes en 
el sitio activo. En cuanto a parámetros cinéticos, estas β‐lactamasas presentan actividad frente 
a penicilinas,  cefalosporinas  y  carbapenemes  (más por el meropenem que por el  imipenem) 
(67). Bou y col. (2010), describieron un posible inhibidor que podría funcionar contra aislados 
de  A.  baumannii  productores  de  OXA‐24  (68).  Las  enzimas  de  este  grupo  son  siempre 
plasmídicas y se trata de las β‐lactamasas más diseminada en USA, España y Portugal (54). 
β‐lactamasas  tipo OXA‐51. Es el  grupo más abúndate de β‐lactamasas de clase D.  La 
primera β‐lactamasa descrita de este tipo fue la OXA‐51, aislada de una cepa de A. baumannii 
en Argentina (69). Estas β‐lactamasas son intrínsecas de A. baumannii y se han encontrado 95 
variantes en el cromosoma (6). Su expresión varía de acuerdo con la presencia/ausencia de la 
secuencia de inserción ISAba1 en la región promotora (70). Hidrolizan débilmente imipenem y 
meropenem  pero  cuando  se  realizan  experimentos  in  vivo,  la  CMI  a  estos  antibióticos 
carbapenémicos se incrementa drásticamente (6). 
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β‐lactamasas tipo OXA‐58. El primer miembro descrito de este grupo se  identificó en 
Francia  en  2003  en  una  cepa  clínica  de  A.  baumannii  multirresistente  que  presentaba 
resistencia a los carbapenemes. Tienen actividad hidrolítica frente a penicilinas, cefalosporinas 
de  primera  y  segunda  generación  y  débilmente  frente  a  carbapenemes  (71).  Sólo  han  sido 
descritas  tres  variantes  de  este  grupo:  OXA‐96,  OXA‐97  y  OXA‐164  (72,  73).  Todas  son 
plasmídicas y están asociadas con secuencias de inserción. 
β‐lactamasas tipo OXA‐143. Este grupo enzimas fue descrito recientemente por Higgins 
y col. (2009). Hidroliza penicilinas, oxacilina, meropenem, imipenem pero no cefalosporinas de 
espectro‐extendido. Su localización es plasmídica y no está asociado a secuencias de inserción 
ni integrones (74). 
β‐lactamasas  tipo  OXA‐134a.  Este  grupo  de  β‐lactamasas  no  ha  sido  descrito  en  A. 
baumannii sino que son intrínsecas de A. lwoffii. Los genes responsables no parecen estar muy 
expresados  ya  que  los  aislados  no  son  resistentes  a  los  β‐lactámicos.  Sin  embargo,  cuando 
estos  genes  fueron  clonados  y  expresados  en  E.  coli  se  vio  reducida  la  sensibilidad  a  los 
carbapenemes y cefalosporinas, y se convirtieron en cepas resistentes a penicilinas (75). 
β‐lactamasas tipo OXA‐48. Este grupo de β‐lactamasas fue descrito por primera vez en 
un aislado de K. pneumoniae en 2001 en Turquía. Rápidamente se diseminó por todo el mundo 
y en el  año 2013  se detectó el primer  caso en A. baumannii  en el norte de Portugal  (6).  Su 
localización  es  plasmídica  e  hidroliza  penicilinas  e  imipenem  pero  no  cefalosporinas  de 
espectro‐extendido.  
β‐lactamasas  tipo  OXA‐235.  Un  nuevo  grupo  de  β‐lactamasas  tipo  OXA  es  el 
representado por la OXA‐235. Esta β‐lactamasa fue aislada en cepas de A. baumannii en USA y 
México (76). Hidrolizan penicilinas y carbapenemes, pero no tienen actividad hidrolítica frente 
a cefalosporinas de amplio espectro. Este subgrupo incluye la OXA‐235, la OXA‐236 y la OXA‐
237. Los correspondientes genes se localizan en plásmidos y están flanqueados por dos copias 
de ISAba1 (49).  
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Diseminación de β‐lactamasas en A. baumannii. 
La capacidad para adquirir, retener y diseminar múltiples mecanismos de resistencia es 
una  de  las  características  que  define  a  A.  baumannii.  Esto  es  debido  a  que  los  genes  de 
resistencia  son  transferidos  de  forma  horizontal  a  través  de  elementos  móviles  entre 
diferentes cepas, entre diferentes especies e  incluso entre diferentes  familias de bacterias. 
En  la  literatura  aparecen  múltiples  casos  de  β‐lactamasas  identificadas  en  una  especie 
bacteriana y que rápidamente son diseminadas a otras especies. Un ejemplo es el caso de la 
β‐lactamasa  OXA‐48  o  el  de  la  metallo‐  β‐lactamasa  NDM.  Los  elementos  a  través  de  los 
cuales se diseminan las β‐lactamasas se detallan a continuación. 
Secuencias de inserción. 
Las  secuencias  de  inserción  (IS)  son  elementos  genéticos  pequeños  (<  2.5  Kb) 
constituidos  por  secuencias  de  ADN  que  codifican  la  síntesis  de  una  transposasa  y  están 
flanqueadas por secuencias repetidas e invertidas (IRL e IRR). “ISfinder” es una base de datos 
(https://www‐is.biotoul.fr/)  donde  se  muestra  la  gran  diversidad  de  IS,  su  distribución  y 
ubicuidad en plásmidos y genomas secuenciados (77). 
Las  IS  son  los  mecanismos  más  frecuentes  relacionados  con  la  diseminación  y 
sobreexpresión de las β‐lactamasas tipo OXA. Más de 30 IS diferentes han sido descritas en A. 
baumannii,  siendo  la más prevalente  ISAba1, descrita por Corvec  y  col.  (78).  La  transposasa 
ISAba1 está formada por dos genes superpuestos que requieren un movimiento en pauta para 
codificar  la  transposasa  funcional  (79).  ISAba1 ha sido  identificada en  relación con  los genes 
blaOXA‐23‐like, blaOXA‐51‐like, blaOXA‐58‐like, y blaOXA‐235‐like. Cuando esta IS se encuentra en el extremo 5´ 
del gen le puede conferir una secuencia promotora que hace que se incremente su expresión. 
Además, esta secuencia de inserción también está implicada en la movilización de genes tipo 
OXA. Un ejemplo, es el transposón Tn2006, que contiene dos copias de IS en dirección opuesta 
flanqueando a la β‐lactamasa OXA‐23 (63). ISAba3 es otra secuencia de inserción relacionada 
con β‐lactamasas tipo OXA, generalmente con blaOXA‐58‐like. Se localizan una en el extremo 5´ del 
gen y otra en el extremo 3´, formando un transposón compuesto (80).  
Los ISCRs son un inusual tipo de secuencia de inserción que presentan semejanzas con 
la familia IS91 tanto en estructura como en función. A menudo se encuentran en integrones de 
clase  I,  se  caracterizan  porque  carecen  de  secuencias  repetidas  invertidas  (IRL  y  IRR)  y  se 
transpone mediante un ”modelo de replicación en círculo rodante” (81).  
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Sistemas de recombinación XerC/XerD. 
Las  β‐lactamasas  tipo  OXA  del  grupo  de  la  OXA‐24  no  se  encuentran  asociadas  a 
secuencias  de  inserción.  Se  ha  visto  que  el  gen blaOXA‐24  y  otros  genes  del mismo  grupo,  se 
encuentran  flanqueados  por  unas  secuencias  repetidas  invertidas  (XerC‐6pb‐XerD)  (82,  83). 
Estas secuencias constiutirían la diana sobre la que actuarían las recombinasas cromosómicas 
XerC y XerD. En un plásmido de 11 Kb que contenía dos copias del gen blaOXA‐72, β‐lactamasa 
del  mismo  grupo  que  la  OXA‐24,  ambas  copias  estaban  flanqueadas  por  las  secuencias 
XerC/XerD (84). 
Transposones.  
Los  transposones  son  segmentos  de  ADN  de  mayor  tamaño  que  las  IS,  capaces  de 
insertarse en múltiples lugares del ADN diana. Contienen un gen que codifica una transposasa, 
responsable de  su movilización,  y uno o  varios  genes entre  los que  se encuentran  genes de 
resistencia a antibióticos.  
Integrones. 
Los  integrones son elementos genéticos que contienen un sistema de recombinación 
sitio‐específica que reconoce y captura genes en cassettes, generalmente genes de resistencia 
a antibióticos o desinfectantes. La estructura básica de un  integrón contiene un gen  int, que 
codifica  una  integrasa,  un  sitio  primario  de  recombinación  (attI)  y  un  promotor  (Pc)  que 
asegura  la  expresión  de  los  genes  del  cassette  incorporados  en  la  región  variable.  Se  han 
descrito una gran variedad de genes cassette. Su localización y su número es muy variable (85). 
Han  sido  descritos  tres  clases  de  integrones  en  A.  baumannii,  siendo  los  de  la  clase  1, 
asociados con el gen sul1, y los de la clase 2, asociados con el transposón Tn7, y sus derivados, 
los más frecuentes (86, 87).  
Plásmidos. 
Los plásmidos son moléculas autorreplicativas de ADN cromosómico que se componen 
de  una  región  constante,  que  contiene  los  genes  de  sus  funciones  esenciales  como  la 
replicación, el mantenimiento y  la  transferencia, y una región variable donde se  localizan  los 
genes responsables de funciones adaptativas. Los genes que contienen no son imprescindibles 
para  la  supervivencia  de  la  bacteria  pero  les  confieren  ventajas  adaptativas.  Los  plásmidos 
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clásicos son circulares y de doble cadena, y su tamaño varía desde una hasta varios cientos de 
Kb. 
La  mayoría  de  las  β‐lactamasas  tipo  OXA  han  sido  identificadas  en  plásmidos,  con 
excepción de las OXAs intrínsecas de Acinetobacter spp. En A. baumannii estos plásmidos son 
muchos  y  variados  en  tamaño  y  contenido  genético,  pudiendo  ser  clasificados  en  base  a  la 
secuencia  del  gen  que  codifica  la  replicasa  (88).  En  contraste  con  el  número  variado  de 
plásmidos que albergan las distintas β‐lactamasa tipo OXA, el gen blaOXA‐48 ha sido descrito en 
un único plásmido (89). 
Islas de resistencia. 
Las  islas de  resistencia  son  regiones específicas del  cromosoma bacteriano donde  se 
encuentran un amplio número de secuencias de ADN transferido horizontalmente, incluyendo 
genes de  resistencia. Normalmente, estas  secuencias de ADN están  insertadas en un mismo 
locus en el cromosoma de A. baumannii, empaquetadas en elementos genéticos móviles  (IS, 
transposones e integrones) (90). Se cree que estas islas de resistencia emergieron a partir de la 
integración  en  el  genoma  de  plásmidos  u  otros  elementos  móviles.  Las  cepas  sensibles  a 
antibióticos carecen de estas islas de resistencia (91). 
AbaR1  fue  la  primera  isla  de  resistencia  descrita  en  una  cepa  multirresistente  A. 
baumannii AYE. Insertada en el locus comM, AbaR1 comprendía una región de 86 Kb en la que 
fueron descritos 45 genes de resistencia a antibióticos y metales pesados. AbaR1 se encuentra 
franqueada en ambos extremos por dos genes relacionados con la transposición(92). 
1.5. Mecanismos de intercambio genético. Transferencia de genes de resistencia. 
En  las  bacterias  Gram‐negativas  se  han  descrito  cuatro  formas  de  intercambio  de 
material  genético:  conjugación,  transducción,  transformación  (2)  y  a  través  de  vesículas  de 
membrana externa (OMV) (Figura. 5). 
1.5.1. Transformación. 
La  transformación  consiste  en  la  adquisición  de  ADN  libre  presente  en  el  ambiente. 
Una  vez  dentro  de  la  bacteria,  el  ADN  podrá  mantenerse  como  tal  cuando  se  trate  de  un 
elemento autónomo, o bien integrarse en el genoma del huésped por recombinación. Para que 
este  proceso  tenga  lugar,  es  necesario  que  las  células  sean  competentes,  entendiendo  el 
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estado  de  competencia  como  aquel  en  el  que  las  células  permiten  que  el  ADN  se  una  a  su 
superficie y penetre en el interior de la célula favoreciendo la adquisición de nuevos genes. En 
la  naturaleza,  la  eficiencia  de  la  transformación  depende  de  la  existencia  de  proteínas  de 
membrana que permitan la incorporación de ADN al interior celular.   
1.5.2. Transducción. 
Durante  la  transducción  un 
bacteriófago  transfiere  los  genes 
entre  bacterias  compatibles.  Éste  es 
el método más  restringido,  ya que  la 
interacción entre el  bacteriófago  y  el 
receptor  bacteriano  va  a  ser 
específica.  Clínicamente  este  tipo  de 
transmisión sólo tiene importancia en 
cocos Gram‐positivos.  
1.5.3. Conjugación. 
La  conjugación  es  la  vía 
principal de diseminación de genes de 
resistencia  entre  las  poblaciones 
bacterianas.  Éste  es  el  principal 
mecanismo  de  intercambio  genético 
ente  bacterias  Gram‐negativas.  Para  que  se  produzca,  es  imprescindible  que  las  bacterias 
estén en contacto directo entre sí y, por lo tanto, es muy frecuente que ocurra entre bacterias 
que  comparten  nicho  ecológico.  Durante  este  proceso,  en  las  bacterias  Gram‐negativas 
interviene  un  “pilus  conjugativo”  a  través  del  cual  se  produce  el  intercambio  de  material 
genético (93).  
1.5.4. Transmisión a través de vesículas de membrana.  
Este  mecanismo  de  intercambio  genético  es  el  más  novedoso.  Las  OMVs  son 
estructuras  esféricas  secretadas  de  forma  natural  por  todas  las  bacterias  Gram‐negativas. 
Clásicamente estas vesículas están formadas a partir de la membrana externa, por lo que están 
compuestas  principalmente  por  proteínas  de  membrana  externa,  proteínas  periplásmicas  y 
lipopolisacáridos,  aunque  también  contienen  material  citoplasmático  y  proteínas  de 
Figura  4:  Mecanismos  de  intercambio  genético  en  bacterias 
Gram‐negativas. Imagen modificada de Furuya & Lowy, 2006. 
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membrana interna. Recientemente, Pérez‐cruz y col. (2015), demostraron que también existen 
vesículas  de  membrana  interna‐externa  (94),  lo  que  explicaría  la  presencia  de  material 
citoplasmático y proteínas de membrana interna. En su interior transportan lípidos y proteínas 
y también son capaces de transportar ADN y ARN. Se han descrito casos de transferencia de 
genes a través de vesículas en bacterias (95) tales como E. coli (96) o bacterias del rumen (97).  
  En el caso del género Acinetobacter, se ha descrito la trasferencia horizontal de genes 
a  través  de  estos  cuatro  mecanismos  (98‐100).  Rumbo  y  col.  (2011),  demostraron  que  las 
OMVs  de A.  baumannii  actuaban  como  vehículo  de  diseminación  de  genes  de  resistencia  a 
carbapenemes (101).  
 
1.6. Patogénesis y factores de virulencia en A. baumannii. 
Las  bacterias  patógenas  son  capaces  de  colonizar,  invadir  y  dañar  al  huésped  para 
causar enfermedad (102).  
En el pasado, A. baumannii  fue considerado un organismo poco virulento. Por ello, a 
pesar del  incremento en  los últimos años de las  infecciones producidas por A. baumannii, se 
conoce relativamente poco sobre los factores que contribuyen a su patogénesis. En los últimos 
años, estudios que combinan análisis genómicos, proteómicos, transcriptómicos o modelos de 
infección  animal  han  ayudado  a  la  identificación  de  fenotipos  o  factores  de  virulencia  que 
participan en la patogénesis de A. baumannii  (103). Durante el proceso de patogénesis de A. 
baumannii  se  requieren  múltiples  factores  de  virulencia.  Estos  mecanismos  permiten  a  la 
bacteria colonizar y/o infectar al huésped de manera eficiente. 
Dado el carácter multirresistente de esta especie y  la escasez de tratamientos de  los 
que  se  disponen  para  combatir  las  infecciones  producidas  por A.  baumannii,  es  importante 
identificar nuevos factores de virulencia y profundizar en el conocimiento de la patogénesis de 
esta bacteria para así poder identificar nuevas dianas terapéuticas que permitan el control de 
las infecciones (90).  
1.6.1. Factores de virulencia relacionados con adherencia.  
A.  baumannii  tiene  una  capacidad  intrínseca  de  interactuar  con  diferentes  tipos  de 
superficies y de adherirse a ellas. Esta capacidad es la que le permite colonizar diverso material 
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hospitalario,  como  catéteres  o  aparatos  de  ventilación mecánica,  facilitando  las  infecciones 
nosocomiales.  Además  de  superficies  inertes,  también  es  capaz  de  adherirse  a  superficies 
animadas como, por ejemplo, a células epiteliales humanas.  
Un  paso  crítico  en  la  colonización  de  tejidos  es  la  adherencia  a  células  eucariotas, 
siendo  el  primer  paso  para  el  desarrollo  de  la  infección.  El  grado  de  adherencia  de  A. 
baumannii es variable entre diferentes aislados clínicos. Incluso, dentro de una misma cepa, el 
grado de adherencia a superficies inertes puede variar con respecto al grado de adherencia a 
superficies  vivas.  Por  ello,  se  ha  sugerido  que  A.  baumannii  tiene mecanismos moleculares 
independientes para la adherencia a distintas superficies (104). 
En  contraste  con  la  habilidad  adherente  a  las  superficies  abióticas  de A.  baumannii, 
muy poco se conoce sobre los factores que participan en la adherencia y formación de biofilm 
en superficies bióticas. A. baumannii se adhiere a células epiteliales humanas y a los filamentos 
de Candida  albicans  en  un  proceso  en  el  que  participa  al menos  la  proteína  de membrana 
externa OmpA (105). 
El sistema de secreción tipo V (T5SS)  
El sistema de secreción tipo V juega un importante papel en el proceso de patogénesis 
bacteriana,  estando  implicado  en  la  translocación  de  adhesinas,  enzimas,  toxinas  y  otros 
factores  de  virulencia  a  través  de  las  membranas  (106,  107).  Se  ha  identificado  en  un 
importante  número  de  bacterias  patógenas.  Este  sistema,  conocido  por  su  aparente 
simplicidad, puede funcionar mediantes dos mecanismos diferentes:  los autotransportadores 
(ATs) y los sistemas de dos componentes (TPS, Two‐Partner Secretion). Ambos mecanismos se 
dedican  a  la  traslocación  de  grandes  proteínas  o  dominios  de  las  proteínas  a  la  superficie 
celular bacteriana. 
Los ATs,  autotransportadores,  son  una  familia  de  largas  proteínas  que  contienen  un 
dominio  C‐terminal  capaz  de  formar  una  estructura  de  β‐barril  permitiendo  transportar  el 
dominio  N‐terminal  a  la  superficie  celular  bacteriana.  Bentancor  y  col.  (2012),  describieron 
este tipo de adhesinas en una cepa de A. baumannii ATCC 17978. Ata (Acinetobacter Trimeric 
Autotransporter) participa en la adherencia a superficies bióticas y abióticas, y en la formación 
de biofilm en A. baumannii ATCC 17978 (108).  
Los  TPS,  sistemas  de  secreción  de  dos  componentes,  están  compuestos  por  dos 
proteínas separadas: TpsA, que es la proteína transportada al exterior celular y TpsB, que es el 
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transportador de membrana externa. Los genes que codifican las proteínas TpsA y TpsB están 
organizados en un operón, donde el gen tpsB generalmente precede al gen tpsA. El dominio 
POTRA (Periplasmic Polypeptide Transport‐Associated) de la proteínas transportadora se une al 
dominio TPS de la proteína TpsA, traslocándola a la superficie bacteriana (Figura 5). 
Ejemplos  bien  estudiados  en  otras  bacterias  Gram‐negativas  son  la  adhesine 
filamentous  hemagglutinin  (FHA)  de  Bordetella  pertusis  o  el  sistema  haemolítico  ShlA/B  de 
Serratia marcescens.  En A. baumannii, Darvish y  col.  (2014), describieron en una  cepa de A. 
baumannii ATCC 19606T un sistema similar al descrito en Bordetella pertusis, FHA, el cual está 
implicado en adherencia a células eucariotas. Además, se ha descrito que estas proteínas que 
participan en la adherencia son muy inmunogénicas, por lo que serían buenos candidatos para 
la producción de vacunas (109). 
1.6.2. Factores de virulencia relacionados con la formación de biofilm.  
Generalmente,  la adherencia de A. baumannii  a  superficies bióticas y abióticas  tiene 
como resultado el desarrollo de biofilm. El biofilm es un complejo multicelular de estructura 
tridimensional formado por células bacterianas en contacto íntimo, embebidas en una matriz 
extracelular  producida  por  ellas  mismas.  Esta  matriz  está  compuesta  por  exopolisacáridos, 
proteínas, ácidos nucleicos y otras macromoléculas (90). El biofilm confiere a las bacterias un 
mecanismo protector que les permite sobrevivir en ambientes hostiles y durante la infección. 
Figura 5. Modelo de secreción a través de la vía TPS (figura modificada de Thanassi y col. (2005). 
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Por  tanto,  la  habilidad  para  generar  biofilm  representa  un  importante  factor  de  virulencia. 
Rumbo‐Feal  y  col.  (2013),  realizaron  un  análisis  transcriptómico  de  células  planctónicas  y 
células de biofilm en A. baumannii ATCC 17978. Este estudio reveló la sobreexpresión de 1621 
genes  en  células  formadoras  de  biofilm  con  respecto  a  células  planctónicas  y  55  genes 
únicamente expresados en biofilm y reprimidos en células planctónicas (110).  
Hasta la fecha, se ha demostrado que ciertos genes están implicados en formación de 
biofilm en A. baumannii. Así, el sistema formador de pili tipo I, representado por CsuA/BABCDE, 
es esencial para  la  adherencia  y  formación de biofilm en  superficies abióticas  (111) pero no 
para la adherencia a superficies bióticas (112). La proteína de membrana externa de 854‐kDa, 
proteína homóloga de BAP (staphilococal Biofilm‐Associated Protein) participa en el desarrollo 
del biofilm maduro. Se demostró que mutaciones del gene que codifica esta proteína tienen 
como resultado un menor volumen y espesor de biofilm formado sobre cristal (113). También, 
se demostró que la proteína de membrana externa OmpA descrita en A. baumannii participa 
en  la  formación  de  biofilm  en  superficies  plásticas,  y  que  es  esencial  para  la  adherencia  a 
células epiteliales A549 (105).  
1.6.3. Factores de virulencia relacionados con motilidad. 
Históricamente, A. baumannii se ha descrito como un microorganismo inmóvil, ya que 
carece  de  flagelo.  Sin  embargo,  recientemente  se  ha  demostrado  que  A.  baumannii  tiene 
motilidad  tipo  twitching  (114,  115),  lo  cual  podría  estar  relacionado  con  su  capacidad  para 
diseminarse rápidamente sobre superficies en general, proceso ya descrito con anterioridad en 
A. calcoaceticus (116). La motilidad tipo twitching está mediada por la extensión/retracción de 
los pili tipo IV, en el que participan un larguísimo número de genes. Eijkelkamp y col.  (2011), 
realizaron un análisis comparativo de las secuencias de los genes que codifican pili tipo IV en 
distintas cepas de A. baumannii afirmando su papel en motilidad. También demostraron una 
correlación positiva entre el grado de conservación del gen que codifica la subunidad PilA y el 
fenotipo de motilidad exhibido. La motilidad tipo twitching también está controlada por la luz 
azul (117). 
1.6.4. Factores de virulencia relacionados con polisacáridos de superficie. 
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Los polisacáridos de superficie (LPS) son considerados importantes factores de virulencia en las 
bacterias  Gram‐negativas  (118).  El  LPS  de  A.  baumannii  está  formado  por  una  fracción  de 
lípido  A,  un  núcleo  carbohidrato  y  una  región  variable  formada  por  el  antígeno‐O.  Se  ha 
demostrado que el LPS activa la respuesta inmune innata. Se vio que mutantes que carecían de 
la glicotransferasa LpsB presentaron una disminución de su resistencia al suero humano y un 
descenso en la supervivencia usando modelos de infección en ratón (119). Beceiro y col. (2014), 
demostraron que modificaciones en  el  lípido A  asociadas  con  resistencia  a  colistina,  afectan 
negativamente a la fitness y a la virulencia (120). 
Por  otra  parte,  los  polisacáridos  capsulares  hacen  a  la  bacteria  más  hidrofílica  y 
bloquean  el  acceso  del  complemento  a  la  pared  celular  microbiana  ejerciendo  un  papel 
protector  frente  a  la  respuesta  inmune.  Russo  y  col.  (2010)  trabajaron  con  cepas  defectivas 
para  los  genes  ptk  o  epsA  (genes  implicados  en  la  formación  de  la  cápsula  bacteriana). 
Comprobaron que estas cepas presentaron una reducción en el crecimiento en suero humano 
y líquido ascítico, y una menor persistencia en modelos de infección en rata (121). 
1.6.5. Factores de virulencia relacionados con permeabilidad de membrana.  
Las  proteínas  de  membrana  externa  (OMPs)  se  han  relacionado  con  resistencia  a 
antibióticos, adaptación y patogénesis. La porina OmpA es una de las proteínas de la superficie 
de A. baumannii más estudiadas. Se ha visto que es capaz de causar apoptosis y citotoxicidad 
dañando  las mitocondrias y el núcleo en células eucariotas (122). Esta proteína se moviliza a 
través de vesículas de membrana externa a través de las cuales accede a las células eucariotas 
y ejerce su acción citotóxica (123). Además está implicada en adherencia a células eucariotas e 
interviene en la formación de biofilm (124). Fernández‐Cuenca y col. (2011), demostraron que 
la atenuación de la virulencia de una cepa pan‐resistente de A. baumannii se debía a la menor 
expresión  de  las  porinas  CarO  y  OprD‐like  (125).  Otra OMP  implicada  en  virulencia  descrita 
recientemente  es  la Omp33‐36.  Rumbo  y  col.  (2014),  demostraron  que  la  porina Omp33‐36 
induce apoptosis en células eucariotas (126) y Smani y col. (2013), demostraron su implicación 
en fitness y virulencia (127).  
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1.6.6.  Factores  de  virulencia  relacionados  con  las  vesículas  de  membrana  externa 
(OMVs). 
Las OMVs  son  vesículas  secretadas  por bacterias Gram‐negativas durante  su  fase de 
crecimiento. Se componen de proteínas de la membrana externa y periplasma, fosfolípidos y 
lipopolisacáridos. Las OMVs participan en el proceso de patogénesis de la bacteria ya que se ha 
descrito que  llevan factores de virulencia al  interior de  la célula huésped. Además,  las OMVs 
protegen  a  la  bacteria  de  la  respuesta  inmune  del  huésped  (128).  Méndez  y  col.  (2012), 
mediante el estudio proteómico del secretoma de una cepa de A. baumannii, identificaron 39 
proteínas,  presentes  en  la  fracción  proteica  de  las  OMVs  relacionadas  con  patogénesis  y 
virulencia (129), tales como OmpA, hemolisinas o proteasas. 
1.6.7. Factores de virulencia relacionados con la producción de enzimas hidrolíticas. 
En  el  genoma  de  A.  baumannii  se  han  detectado  genes  que  codifican  enzimas 
lipolíticas:  fosfolipasas  C  y  D.  Estos  dos  tipos  de  enzimas  contribuyen  a  la  patogénesis, 
degradando  los  fosfolípidos de  las barreras mucosas de  las  células eucariotas.  La  síntesis  de 
fosfolipasa C produce un aumento de la citotoxicidad en células eucariotas y la fosfolipasa D es 
crucial para la resistencia al suero humano, la invasión de células epiteliales y la patogénesis en 
modelos animales (130, 131).  
1.6.8.  Factores  de  virulencia  relacionados  con  las  proteínas  de  unión  a  la  penicilina 
(PBPs). 
 Las PBPs son enzimas relacionadas con la biosíntesis del peptidoglicano (componente 
principal de la pared bacteriana), y se asocian con procesos de morfogénesis celular y división 
celular. Se ha visto que  las mutaciones en el gen pbpG que codifica  la PBP7/8  (proteína que 
participa  en  la  división  celular)  implican  una  reducción  en  la  resistencia  al  suero  y  en  la 
virulencia en modelos de  infección en animales  (132). Russo y  col.  (2010), demostraron que 
esta PBP contribuye directa o indirectamente a la resistencia bacteriana en suero humano. 
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1.6.9. Factores de virulencia relacionados con el transporte de hierro.  
El hierro es esencial para el crecimiento y supervivencia tanto del hospedador humano 
como de las bacterias. En el hospedador humano se mantiene a bajos niveles para evitar daño 
oxidativo,  siendo  secuestrado  por  proteínas  transportadoras  de  alta  afinidad  (ferritina, 
transferrina,  lactoferrina  y  hemoglobina).  La  bacteria  lisa  los  eritrocitos  (fosfolipasa  C, 
hemolisina) para liberar el grupo hemo y extraer el hierro de su núcleo a través de los sistemas 
de captación de hierro especializados. Antunes y col. (2011), realizando estudios comparativos 
de genomas de A. baumannii, identificaron seis clusters de genes que codifican productos cuya 
función  es  la  captura  de  hierro,  entre  ellos  el  sistema  Feo  homólogo  al  descrito  en  E.  coli 
presente en todas las cepas estudiadas y el sideróforo acinetobactina (133).  
Los  sideróforos  son  compuestos  quelantes  de  hierro  secretados  por  bacterias.  El 
sideróforo mejor estudiado en A. baumannii es la acinetobactina (134‐136). La acinetobactina 
fue descrita por primera vez en la cepa de A. baumannii ATCC 19606T y se ha encontrado en la 
mayoría de genomas secuenciados de A. baumannii. . Estudios recientes han demostrado que 
el  gen que media  la  producción de  acinetobactina  es  indispensable  para  la  persistencia  y  la 
capacidad  de  causar  citotoxicidad  de  esta  cepa,  así  como  para  causar  muerte  utilizando 
modelos animales, por lo que desarrolla un papel crucial en virulencia (137). 
 
1.6.10. Factores de virulencia relacionados con el quorum sensing. 
El quorum sensing (QS) es una mecanismo de comunicación bacteriana cell‐to‐cell, que 
se  basa  en  la  producción,  detección  y  respuesta  a  una  moléculas  señales  llamadas 
autoinductores. En A. baumannii las moléculas descritas de este tipo son las N‐acil homoserin 
lactonas  (AHL),  las  cuales  son  sintetizadas  por  una  AHL  sintasa  y  se  unen  a  un  receptor 
homólogo a LuxR por afinidad. Esta unión, regula la expresión de los genes relacionados con el 
QS (90).  
 
1.7. Plasticidad genómica de Acinetobacter baumannii. 
Desde  la secuenciación del primer genoma de A. baumannii ATCC 17978 por Smith y 
col. (2007), el número creciente de secuencias de genomas completos o parciales depositados  
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y anotados en el GenBank ha posibilitado una gran cantidad de estudios genómicos de 
en  A.  baumannii  (29).  En  la  actualidad,  hay  1136  genomas  de  A.  baumannii  anotados:  35 
genomas  completos,  72  genomas  en  scaffolds  y  1029  genomas  en  contigs 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/403).  Este  alto  número  de  secuencias 
disponibles ha permitido el desarrollo de un gran número de análisis genómicos comparativos 
centrados en resolver la estructura poblacional y relaciones filogenéticas de A. baumannii, así 
como  en  buscar  pistas  sobre  el  desarrollo  y  adquisición  de  mecanismos  de  resistencia  y 
virulencia. 
Así, mediante  estudios  genómicos  comparativos  se  identificaron  un  grupo  de  genes 
específicos tanto de género como de especie. El pan‐genoma se corresponde con el repertorio 
completo de genes existentes en un genoma bacteriano, el cual incluye la suma del núcleo del 
genoma y el genoma prescindible. El núcleo del genoma está formado por genes presentes en 
todas las cepas de una especie. El genoma prescindible, está formado por genes ausentes, en 
al  menos,  una  cepa  de  una  especie,  incluyendo  genes  no  esenciales  para  el  crecimiento 
bacteriano,  pero  que  les  pueden  conferir  ventajas  como  la  adaptación  a  nichos  específicos, 
resistencia a estrés y patogenicidad (138). 
El  análisis  del  pan‐genoma  de  A.  baumannii  mediante  herramientas  informáticas 
identificó  8.818  CDSs  (Coding  DNA  Sequence).  Un  conjunto  de  1.455  CDSs  pertenecían  al 
núcleo  del  genoma  y  los  restantes  7.363  al  genoma  prescindible.  El  25  %  de  los  CDSs 
englobados dentro del genoma prescindible  fueron únicos para cada especie  (138). Este alto 
porcentaje de genes únicos de cada especie refleja la facilidad de A. baumannii para adquirir 
material  genético  exógeno  y  expandir  así  su  genoma  prescindible,  lo  cual  destaca  la 
importancia de los eventos de adquisición y pérdida de genes en la evolución y adaptación de 
este patógeno humano. 
El núcleo del genoma está compuesto por aproximadamente 2.200 CDSs. La mayoría 
de los CDSs están relacionados con procesos metabólicos y funciones celulares (más del 65 %), 
mientras  que  una  significante  fracción  (sobre  el  22  %)  codifica  proteínas  hipotéticas  cuya 
función  no  se  puede  conoce  todavía.  Otras  proteínas  englobadas  dentro  del  núcleo  del 
genoma están implicadas en adhesión y movilidad, quorum sensing, metabolismo del hierro y 
resistencia  a  drogas  (aproximadamente  un  8  %  del  núcleo  del  genoma). 
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2. Objetivos
A.  baumannii  ha  emergido  en  los  últimos  años  como  un  importante  patógeno 
nosocomial. La causa de su éxito se debe a su elevada capacidad para persistir en el ambiente 
hospitalario  y  a  su  alta  tasa  de multirresistencia.  En  el  presente  trabajo  nos  planteamos  el 
estudio  de  los  clones  de  A.  baumannii  aislados  durante  un  importante  brote  hospitalario 
ocurrido  en  Madrid  durante  los  años  2006‐2008  con  el  fin  de  dilucidar  los  mecanismos 
moleculares implicados en el éxito de este patógeno.  
Los objetivos de los cuatro capítulos que conforman la presente tesis doctoral 
se detallan a continuación: 
2.1. Capítulo 1. 
Objetivo 1. Analizar las bases moleculares de la resistencia a antibióticos de los clones 
de A. baumannii aislados durante el brote nosocomial ocurrido en el Hospital 12 de Octubre, 
Madrid, durante los años 2006‐2008. 
Objetivo 2. Estudiar la epidemiología clínica y molecular de los clones de A. baumannii 
aislados durante dicho brote. 
2.2. Capítulo 2. 
Objetivo 3. Estudiar el mecanismo de diseminación de la β‐lactamasa OXA‐24 entre las 
distintas cepas de Acinetobacter del brote. 
Objetivo  4.  Describir  el mecanismo de  resistencia  de  carbapenemes  en  una  cepa  de 
Acinetobacter calcoaceticus. 
2.3. Capítulo 3. 
Objetivo 5. Secuenciar el  genoma completo de  la  cepa de A. baumannii AbH12O‐A2, 
clon mayoritario aislado durante el brote. 
Objetivo  6.  Analizar  la  secuencia  completa  del  genoma  de  la  cepa  de A.  baumannii 
AbH12O‐A2 para describir su estructura y anotación. 
Objetivos	
58 
2.4. Capítulo 4. 
Objetivo 7. Estudio fenotípico de la cepa de A. baumannii AbH12O‐A2. 
Objetivo 8. Estudiar la implicación del sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC en 
la virulencia de la cepa de A. baumannii AbH12O‐A2. 
	3. CAPÍTULOS
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3.1.  Capítulo  I.  Descripción  de  un  brote  nosocomial  causado  por  una  cepa  de 
Acinetobacter  baumannii  portadora  de  una  carbapenemasa  tipo  OXA‐24  en 
España. 
Las  infecciones  causadas  por A.  baumannii  suponen  un  importante  problema  de  salud 
pública.  En  los  últimos  años,  han  sido  descritos múltiples  brotes  hospitalarios  en  diferentes 
hospitales  de  todo  el mundo  y  el  número  de  infecciones  nosocomiales  se  ha  incrementado 
sustancialmente.  Estas  infecciones  son  difíciles  de  tratar  debido  a  la  aparición  de  fenotipos 
multirresistentes a todos los antibióticos. En febrero de 2006, un paciente colonizado por una 
cepa de A. baumannii multirresistente ingresó en la UCI del hospital 12 de Octubre de Madrid. 
Esta  cepa  se  diseminó  rápidamente  por  la  UCI  y  otras  estancias  hospitalarias,  persistiendo 
durante  más  de  30  meses  y  causando  un  importante  brote  hospitalario  que  dejó  a  377 
pacientes infectados o colonizados, donde 65 casos fueron bacteriemias. La intensificación de 
las medidas de control de la infección, incluyendo la completa remodelación de la UCI médico‐
quirúrgica, no fue suficiente para el control del brote. 
Este  capítulo  I  se  centra  en  el  estudio  epidemiológico  molecular  de  A.  baumannii 
durante este brote nosocomial. Para ello,  se  realizó un estudio  retrospectivo  longitudinal de 
todos  los  casos  de  infección  por  A.  baumannii  entre  enero  de  2006  y  mayo  de  2008  y  un 
estudio  retrospectivo  de  cohorte  de  los  pacientes  con  bacteriemias  producidas  por  A. 
baumannii  entre  enero  de  2002  y  mayo  de  2008.  Además,  se  realizó  un  estudio  de  los 
mecanismos  moleculares  implicados  en  la  virulencia  de  las  cepas  de A.  baumannii  aisladas 
durante este brote. 
Basándonos en  los patrones de  sensibilidad antibiótica  de  los  diferentes  aislados,  se 
definieron  tres  perfiles  diferentes:  antibiotipo  1,  aislados  multirresistentes  (resistentes  a  5 
tipos  de  antimicrobianos  diferentes),  antibiotipo  2,  resistentes  a  carbapenemes  pero  no 
multirresistentes y antibiotipo 3, sensibles a los carbapenemes. Se definió colonización como 
el aislamiento de más de una muestra de A. baumannii sin síntomas de infección. Así, durante 
el  período  de  estudio,  entre  Enero  de  2006  y  Mayo  de  2008,  377  pacientes  fueron 
colonizados/infectados  por  A.  baumannii.  Los  datos  obtenidos  del  estudio  retrospectivo 
longitudinal fueron que la edad media de los pacientes era de 57 años siendo hombres en el 
63,4 % de  los  casos.  Los pacientes  se  encontraban hospitalizados mayoritariamente en UCIs 
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(184‐ 48,8 %), áreas quirúrgicas (100‐ 26,5 %), áreas médicas (85‐ 22,5 %) y áreas pedriáticas 
(8‐ 2,1 %). Del número total de aislados considerados, 290 (77 %) pertenecían al antibiotipo 1, 
34 aislados (9 %) pertenecían al antibiotipo 2 y 53 aislados (14 %) pertenecían al antibiotipo 3.  
La  relación  clonal  entre  los  diferentes  aislados  se  estudió  mediante  la  técnica  de 
electroforesis  de  campo  pulsado  (PFGE).  Un  total  de  21  pulsotipos  diferentes  fueron 
identificados, de los cuales, el 73 % pertenecían al mismo pulsotipo, correspondiente a la cepa 
AbH12O‐A2. De estas muestras pertenecientes al clon mayoritario del brote AbH12O‐A2, 165 
pacientes fueron infectados (57 %) y 125 (43 %) fueron colonizados.  
Con  el  fin  de  establecer  una  relación  clonal  de  estas  cepas  con  otras  anteriormente 
descritas, se realizó la técnica de MLST a tres muestras pertenecientes al clon AbH12O‐A2. Los 
tres aislados mostraban el mismo perfil alélico: gltA (1), gyrB (18), gdhB (18), recA (10), cpn60 
(14), gpi (29) y rpoD (18), identificándose como una nueva secuencia ST (ST 56).  
El  clon  AbH12O‐A2  mayoritario  del  brote  mostraba  un  amplio  patrón  de 
multirresistencia antibiótica, siendo únicamente sensible a antibióticos tales como la colistina 
y la tigeciclina. El perfil de sensibilidad antibiótica de esta cepa clínica se muestra en la Tabla 1 
del Anexo I. Numerosas muestras pertenecientes a este clon fueron aisladas durante todo el 
período  de  estudio,  obteniéndose  el  pico  máximo  de  aislados  en  Mayo  de  2007.  Tras  la 
remodelación  de  la  UCI  en  Julio  de  2007,  se  produjo  un  descenso  del  número  de  nuevos 
pacientes (< 3 pacientes/mes).  
El  estudio  retrospectivo  de  cohorte  se  realizó  con  el  fin  de  conocer  los  factores  de 
riesgo asociados a una bacteriemia causada por el clon AbH12O‐A2. Entre Enero 2002 y Mayo 
de  2008  fueron  identificados  94  aislados  de A.  baumannii  procedentes  de bacteriemias.  Los 
patrones de campo pulsado obtenidos con estas cepas se muestran en el Figura 1, Anexo I. En 
este periodo de  tiempo  la  incidencia  anual  de bacteriemias  producidas por A. baumannii  se 
incrementó  de  0,03  episodios  por  100.000  camas/día  en  2002  a  1,1  episodios  por  100.000 
camas/día  en  2007,  coincidiendo  con  el  pico  máximo  del  brote.  La  comparación  de 
bacteriemias producidas por A. baumannii AbH12O‐A2 y las producidas por otros clones de A. 
baumannii reveló que los factores clínicos asociados a bacteriemias causadas por A. baumannii 
AbH12O‐A2  fueron  la  hospitalización  en  la  UCI  [Odds  Ratio  (OR)  3,48,  95  %  intervalo  de 
confianza (IC) 1,23 – 9,54], la exposición a más de tres drogas antimicrobianas (OR 3,13, 95 % 
IC 1,12 – 8,76) y la neumonía asociada a ventilación mecánica (OR 8,35, 95 % IC 1,12 – 8,76).  
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Mediante  técnicas de PCR utilizando oligonucleótidos específicos de β‐lactamasas de 
tipo  carbapenemasa,  se  detectó  el  gen  blaOXA‐24  en  el  clon  AbH12O‐A2,  localizado  en  el 
plásmido  pMMA2  (código  GenBank  NC_013277.1).  También  se  estudiaron  cuatro 
representantes de otros pulsotipos, AbH12O‐D, AbH12O‐CU1 (Acal H12O‐07), AbH12O‐CU2, y 
AbH12O‐CU3  que  portaban blaOXA‐24  en  distintos  plásmidos  (códigos  GenBank NC_019280.1, 
NC_013056.1,  NC_013506.1  y  NC_019199.1,  respectivamente).  Gracias  a  la  secuenciación 
completa  de  los  plásmidos,  se  pudo  comprobar  que,  en  todos  los  casos,  el  gen  blaOXA‐24 se 
encontraba flanqueado por sitios de recombinación XerC/XerD.  
Un estudio detallado de las ORFs presentes en el plásmido pMMA2, reveló la presencia 
de  dos  posibles  genes  relacionados  con  la  virulencia,  que  se  encontraron  también  en  el 
plásmido  pMMCU3  de  la  cepa  AbH12O‐CU3.  Se  trataba  de  un  gen  que  codifica  una 
septicolisina‐like, toxina formadora de poros, y un gen que codifica una proteína de membrana 
externa dependiente de TonB, relacionada con el transporte de hierro. Además, en el plásmido 
pMMA2  se  encontró  una  secuencia  de  inserción  de  la  familia  IS4  localizado  entre  esos  dos 
genes antes mencionados. Estudios de expresión mediante técnicas de qRT‐PCR revelaron que 
estos dos genes estaban más expresados en el clon AbH12O‐A2 que en el clon AbH12O‐CU3. 
Concretamente, el gen de la septicolisina se expresaba más de dos veces y el gen de TonB se 
expresaba casi dos veces más en la cepa AbH12O‐A2 que en las otras cepas aisladas del brote. 
Estos  cambios  de  expresión  se  debieron,  en  el  caso  de  la  septicolisina,  a  la  inserción  de  la 
secuencia  IS4,  la  cual  aportaba  una  nueva  región  promotora más  potente,  y,  en  el  caso  de 
proteína  de  membrana  externa  dependiente  de  TonB,  al  cambio  de  dos  nucleótidos  en  la 
región promotora del gen. 
En este capítulo  I  se describe el brote nosocomial y  se explica cómo ciertas ventajas 
moleculares  del  clon  AbH12O‐A2  le  permitieron  instaurarse  como  clon  mayoritario 
desplazando al resto de los clones del brote. 
La correspondiente publicación se adjunta a continuación: 
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Capítulo  II.  El  gen  de  la  β‐lactamasa OXA‐24  se  encuentra  flanqueado  por  los 
sitios de recombinación XerC/XerD‐like en los diferentes plásmidos de todas las 
cepas de Acinetobacter spp aisladas durante el brote. 
Desde  que  en  1986  se  describió  por  primera  vez  el  género Acinetobacter  gracias  a 
técnicas de hibridación Southern‐Blot, Acinetobacter calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii y A. 
nosocomialis  componen  lo  que  se  denomina  complejo  ACB  (A.  calcoaceticus‐A.  baumannii) 
Desde  el  punto  de  vista  clínico,  este  complejo  pertenece  al  grupo  molecular  de  mayor 
importancia  clínica dentro del  género Acinetobacter, dado que  la mayoría de  las  infecciones 
humanas  son  producidas  por  estas  especies,  exceptuando  A.  calcoaceticus.  Entre  los 
mecanismos  de  resistencia  asociados  a  estas  especies,  el  más  importante  consiste  en  la 
producción de β‐lactamasas y, en concreto, de las β‐lactamasas de clase D. Se han publicado 
múltiples  trabajos en  los que se describen cepas de A. baumannii, A. pittii  y A. nosocomialis 
portadoras de β‐lactamasas de clase D. 
A.  calcoaceticus  tradicionalmente  ha  sido  considerada  una  especie  ambiental  no 
relacionada  con  infecciones  clínicas  severas.  Hasta  la  fecha  no  se  había  descrito  ninguna  β‐
lactamasa clase D en A. calcoaceticus a excepción de una metalo‐β‐lactamasa IMP‐4 localizada 
en un integrón. 
Durante el brote hospitalario producido por cepas de A. baumannii multirresistentes 
en el Hospital 12 de Octubre de Madrid durante los años 2006 y 2008, se aisló una cepa de A. 
calcoaceticus  resistente  a  los  carbapenemes  (Acal  H12O‐07).  Se  realizaron  estudios 
moleculares con el fin de describir el mecanismo implicado en la resistencia a carbapenemes y 
se descubrió que esta  cepa  contenía una β‐lactamasa OXA‐24.  La β‐lactamasa OXA‐24 de A. 
calcoaceticus se encontraba albergada en el plásmido pMMCU1.  
Se  realizó  la  secuenciación completa de  los plásmidos extraídos a partir de  todas  las 
cepas  del  brote,  nombrados  como  pMMA2,  pMMD,  pMMCU1,  pMMCU2  y  pMMCU3.  Las 
secuencias  correspondientes  se  depositaron  en  el  Genbank  con  los  códigos  de  acceso 
NC_013277.1, NC_019280.1, NC_013056.1, NC_013506.1 y NC_019199.1, respectivamente. Se 
observó  que  el  gen  blaOXA‐24,  presente  en  todos  los  plásmidos,  estaba  flanqueado  por  unas 
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secuencias repetidas invertidas XerC/XerD. La representación de estos plásmidos se encuentra 
en el Anexo II. 
En  el  presente  capítulo  se  describe  la  presencia  de  estos  sitios  de  recombinación 
XerC/XerD y cómo su existencia podría estar relacionada con la movilización y diseminación de 
esta β‐lactamasa entre las distintas cepas de A. baumannii e, incluso, entre diferentes especies 
del  género  (baumannii‐calcoaceticus).  Además,  se  describe  por  primera  vez  la  presencia  de 
una carbapenemasa OXA‐24 en una cepa de A. calcoaceticus. 
La correspondiente publicación se adjunta a continuación: 
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A clinical strain of Acinetobacter calcoaceticus resistant to carbapenems was isolated from a blood culture
sample from an inpatient in a hospital in Madrid (Spain) during a large outbreak of infection (affecting more
than 300 inpatients), caused by a multidrug-resistant Acinetobacter baumannii clone. The carbapenem resis-
tance in both the A. calcoaceticus and A. baumannii clones was due to a blaOXA-24 gene harbored in different
plasmids. The plasmids were fully sequenced, revealing the presence of site-speciﬁc recombination binding
sites putatively involved in mobilization of the blaOXA-24 gene. Comparison of plasmids contained in the two
strains revealed possible horizontal transmission of resistance genes between the Acinetobacter species.
Since 1986, members of the genus Acinetobacter have been
identiﬁed by Southern hybridization. Genospecies 1 (Acineto-
bacter calcoaceticus), 2 (Acinetobacter baumannii), 3, and 13TU
are genetically closely related and are commonly known as the
A. calcoaceticus-A. baumannii complex. With the exception of
genospecies 1, the other members of this complex have been
reported to be involved in nosocomial infections and are
known to have the ability to spread within hospitals (1, 12).
Acinetobacter calcoaceticus has traditionally been considered
an environmental species and has never been associated with
serious clinical infections.
Among -lactamases, the most prevalent carbapenemases in
Acinetobacter spp. are the class D -lactamases, which are divided
into 4 different groups: OXA-23, OXA-24, and OXA-58 with all
their variants (17) and the OXA-51 family, which has been de-
scribed as being intrinsic to A. baumannii (6). Although these
-lactamases have mainly been isolated from A. baumannii, re-
cent studies have demonstrated the presence of OXA-58 in Acin-
etobacter genomic species 3, as well as in Acinetobacter phenon
6/ct13TU (10, 11) and in Acinetobacter genomospecies 13TU (8).
None of these class D -lactamases have been described in A.
calcoaceticus (7).
During an outbreak of infection caused by a multidrug-
resistant (including carbapenems) A. baumannii clone (named
AbH12O-A2), which occurred in the 12 de Octubre Hospital
(Madrid, Spain) and affected more than 300 patients, an A.
calcoaceticus strain (named Acal H12O-07) was isolated from
blood cultures from a 58-year-old man. The patient was ad-
mitted to the hospital with a cranial encephalic trauma. After
admission and during the course of his stay, the patient pre-
sented several nosocomial infections. The patient was empir-
ically treated with different cycles of antibiotics, starting
with ceftriaxone plus levoﬂoxacin, then piperacillin-tazobac-
tam, meropenem plus vancomycin, and ﬁnally linezolid plus
imipenem. After 4 months of hospitalization and in light of
persistent fever, two sets of blood cultures were drawn and
yielded isolation of a Gram-negative bacillus. The microor-
ganism was identiﬁed with the automated WIDER system as
a member of the A. baumannii-A. calcoaceticus complex.
The antibiotic susceptibility proﬁle obtained by microdilu-
tion revealed the following MICs (g/ml): piperacillin-ta-
zobactam, 64/4; ceftazidime, 16; cefepime, 16; imi-
penem, 8; meropenem, 8; tobramycin, 2; amikacin,
16; gentamicin, 2; ciproﬂoxacin, 1; trimethoprim-sufa-
methoxazole, 2/38. After clinical evaluation, the case was
considered a primary bacteremia and the patient was ad-
ministered a course of antimicrobial treatment with cipro-
ﬂoxacin and gentamicin for 2 weeks, with a favorable clinical
response.
The 16S rRNA of the isolate was also sequenced and yielded
identiﬁcation of an A. calcoaceticus strain. A putative -lacta-
mase enzyme with carbapenemase activity was detected by
the Hodge test (9). A PCR ampliﬁcation with primers de-
signed from class D carbapenemase genes and metallo--
lactamase genes (blaIMP, blaVIM, and blaSIM) from Acineto-
bacter (18) yielded isolation of a blaOXA-24 gene. A plasmid,
named pMMCU1, was isolated from the clinical A. calcoace-
ticus strain. This plasmid was used to transform an A. baylyi
ADP1 isolate. Imipenem and meropenem MICs for the A.
baylyi ADP1 strain increased from 0.094 and 0.25, respec-
tively, to 32 g/ml in both cases, when the strain was
transformed with plasmid pMMCU1. Moreover, a band cor-
responding to the blaOXA-24 gene was also obtained by PCR,
with the plasmid isolated from the transformed A. baylyi
ADP1 strain as template. The gene product revealed 100%
identity with the previously described blaOXA-24 gene (2).
The full plasmid was sequenced and was found to be 8,771
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bp in size (GenBank accession code GQ342610). Moreover,
the A. baumannii clone that caused the large outbreak was
found to carry the pMMA2 plasmid (GenBank accession
code GQ377752), which was also isolated, analyzed, and
found to be 10,679 bp in size.
Comparative analysis among the sequences of the two plas-
mids revealed different scaffolds and coding regions, as shown
in Fig. 1 and Tables 1 and 2. The pMMCU1 plasmid showed
the highest homology with plasmid pABO2 (GenBank acces-
sion code AY228470) and carried the mobilization region de-
rived from the previously described pMAC plasmid (GenBank
accession code AY541809). The pMMA2 plasmid displayed
the highest homology with the previously described p2ABAYE
plasmid (GenBank accession code CU459138.1).
The blaOXA-24 gene was detected in both the pMMCU1 and
pMMA2 plasmids and was found to be ﬂanked by 11-bp con-
served inverted repeats separated by a 6-bp variable region
(GenBank accession codes GQ342610 and GQ377752). The 5
sequence ﬂanking the blaOXA-24 gene in the pMMCU1 plasmid
was ATTTCGCATAACGCCCATTATGTTAAAT, and the 3
sequence was AATTAACATAATACGCCTTATGCGAAAT.
Similarly, in the case of the pMMA2 plasmid, the sequence
located at the 5 position was ACTTCGGATAACGCCCATT
ATGTTAAAT, and that located at the 3 position was TTAA
CATAATACACCTTATACGAAATGC. The Xer-like bind-
ing site sequences described in the pMMCU1 and pMMA2
plasmids showed 79.5, 76, 76, 91, 74, 81.5, and 90.5% and 76.5,
73, 73, 88.5, 80, 76.5, and 88.5% identity, respectively, with
their counterparts found in plasmids pABVA01, p2ABAYE,
pAB0057, pAB02, pAB2, pAV1, and pABIR, respectively, and
in both cases they showed the highest identity, 100% and
88.5%, respectively, with the XerC/XerD-like binding sites lo-
cated in the chromosomal region of the blaOXA-24 gene previ-
ously described in the RYC52763/97 strain (2, 5).
The blaOXA-24 gene was already observed as part of one of
the discrete DNA modules ﬂanked by XerC/XerD-like sites
within Acinetobacter plasmids. These Xer-like binding sites
have been suggested to be involved in the mobilization of
discrete DNA modules within Acinetobacter plasmids and
chromosomes by site-speciﬁc recombination mechanisms (5).
Moreover, other plasmids were also isolated from minor
A. baumannii clones that appeared during the outbreak
(GenBank accession codes GQ904226, GQ476987, and
GQ904227). These plasmids also harbored the blaOXA-24
gene integrated in different locations ﬂanked by XerC/
XerD-like binding sites. These results show that during the
outbreak there was no exchange of a common plasmid car-
rying the blaOXA-24 gene among the strains isolated. On the
FIG. 1. (Top) Diagram of the 8,771-bp pMMCU1 plasmid obtained from the A. calcoaceticus clinical strain (Acal H12O-07). (Bottom) Diagram
of the 10,679-bp pMMA2 plasmid obtained from the A. baumannii strain (AbH12O-A2) that caused the large outbreak of infection. The asterisks
indicate the Xer-like recombination sites.
TABLE 1. Description of the pMMCU1 plasmid isolated from A. calcoaceticus (AcalH2O-O7)
Featureb Positions Properties and/or putative function GenBank/EMBL accessionno. of match
Plasmid or chromosomal
homology (reference)
ORF 1 74–631 Hypothetical protein AY228470 pAB02
XerC/XerD-like 782–809 Recombination sites FM210331.1 pABVA01
ORF 2 2621–2941 Hypothetical protein CU468230 ABSDF
XerD-like 3090–3100 Recombination sites FM210331.1 pABVA01
XerD-like 3503–3513 Recombination sites FM210331.1 pABVA01
XerC/XerD-like 4116–4143 Recombination sites AJ239129 RYC52763/97 (2)a
blaOXA-24 4217–5044 Carbapenem-hydrolyzing oxacillinase AJ239129 RYC52763/97 (2)
a
XerD/XerC-like 5055–5082 Recombination sites AJ239129 RYC52763/97 (2)a
ORF 4 5113–5874 Hypothetical protein AY541809 pMAC
MobA 6174–7343 Plasmid mobilization protein AY541809 pMAC
OriV 7524–7724 Origin of DNA replication AY228470 pAB02
Iteron 7741–7836 Imperfect 4-repeat iterons; control of DNA replication AY228470 pAB02
RepA 7881–8768 repA_AB; DNA replication protein AY228470 pAB02
a Chromosomal DNA of strain RYC52763/97 (2).
b ORF, open reading frame.
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contrary, the plasmid structures provide evidence support-
ing the hypothesis that different plasmids exchange the
blaOXA-24 gene comprised within a very limited region be-
tween the two closest XerC/XerD-like binding sites.
DNA recombination through the Xer system in plasmids
requires XerC and XerD (recombinases); XerC/XerD-like
binding sites; accessory proteins, such as PepA, ArgR, and
ArcA; and an accessory sequence of about 180 bp located near
the core site (3, 4, 13, 15). Recombination occurs via formation
of a heterotetrameric complex in which each recombinase cat-
alyzes the exchange of one pair of DNA strands in a reaction
that proceeds through the Holliday junction intermediate. The
accessory proteins bind the accessory sequence and induce
formation of a synaptic complex that is required for recom-
bination (3). These recombination events are involved in
site-speciﬁc integration and excision of lysogenic genomes,
transposition of conjugative transposons, termination of
chromosome replication, and plasmid stability (3, 14, 16).
Sequence analysis revealed that all the plasmids isolated from
the outbreak carried the same blaOXA-24 mobilization cassette,
which contained the following regions, from 5 to 3: a region of
142 bp followed by XerC/XerD-like binding sites, a region of 72
bp, and the blaOXA-24 gene ﬁnally followed by 10 bp and the
downstream XerD/XerC-like binding sites (GenBank accession
codes GQ342610, GQ377752, GQ904226, GQ476987, and
GQ904227, respectively). We suggest that both of these regions,
of 142 and 72 bp, may act as targets for the accessory proteins
required for Xer recombination. Moreover, we found that XerC
and XerD recombinases are encoded in the A. baumannii chro-
mosome of strains AB0057, SDF, AYE, and ACICU (GenBank
accession codes for XerC: YP_002320364.1, YP_001706416.1,
YP_001712817.1, and YP_001847531.1, respectively; for
XerD: ZP_02977538.1, YP_001708368, YP_001715285.1, and
YP_001844923.1, respectively). PepA has been also found in
the genomes of A. baumannii AB0057, SDF, and AYE
(GenBank accession codes YP_002317727.1, YP_001708379.1,
and YP_001715297.1, respectively).
These ﬁndings suggest that Xer recombination may be re-
sponsible for mobilization of the blaOXA-24 gene, and experi-
ments are in progress to conﬁrm this hypothesis. As the
Xer-like binding sites are located in opposite directions, re-
combination through the Xer system should occur by gene
inversion. Therefore, the most likely explanation would seem
to be that putative Xer-mediated recombination events led to
the dissemination of the blaOXA-24 gene among different plas-
mids and that acquisition of the resistance gene by A. calcoace-
ticus was mediated by the transfer of one of these plasmids.
Note that A. calcoaceticus is usually regarded as an environ-
mental species and this is the ﬁrst description of a plasmid-
mediated carbapenem-hydrolyzing oxacillinase, OXA-24, iso-
lated from an A. calcoaceticus strain causing bacteremia.
Dissemination of resistance genes via Xer recombination in
plasmids has previously been suggested (5). The present study
emphasizes the threat associated with this mechanism in rela-
tion to the dissemination of carbapenemase genes among dif-
ferent Acinetobacter species in hospital environments.
Nucleotide sequence accession numbers. The sequences of
plasmids pMMCU1 and pMMA2 were deposited in GenBank
under nucleotide sequence accession numbers GQ342610 and
GQ377752, respectively. Other plasmid sequences from outbreak
clones were deposited under accession numbers GQ904226,
GQ476987, and GQ904227.
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3.3. Capítulo III. Secuenciación del genoma completo de la cepa de A. baumannii 
multirresistente AbH12O‐A2 aislada durante el brote. 
Gracias a los avances en las técnicas de secuenciación de genomas, un gran número de 
genomas y, en concreto de genomas bacterianos, han sido secuenciados en los últimos años. El 
gran  número  de  genomas  secuenciados  en  la  actualidad  facilita  la  aparición  de  estudios 
poblacionales  y  filogenéticos  de  A.  baumannii  así  como  una  mejor  comprensión  de  la 
plasticidad de su genoma, su historia natural,  su epidemiología y  la adquisición y pérdida de 
genes en relacionados con resistencia y patogenicidad. 
En  el  presente  capítulo,  mediante  técnicas  de  secuenciación  Illumina  y  el  posterior 
procesamiento de las secuencias obtenidas, se obtuvo la secuencia completa del genoma de la 
cepa de Acinetobacter baumannii AbH12O‐A2 (código de acceso GenBank CP009534), siendo 
este el clon mayoritario del brote hospitalario que surgió en España entre los años 2006‐2008. 
El  genoma de esta  cepa, está compuesto por 3,38 MB,  tiene un contenido medio de CG del 
39,4 % y consta de 3.526 secuencias codificantes. 
La correspondiente publicación se adjunta a continuación: 
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Complete Genome Sequence of the Multiresistant Acinetobacter
baumannii Strain AbH12O-A2, Isolated during a Large Outbreak in
Spain
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We report the complete genome sequence of Acinetobacter baumannii strain AbH12O-A2, isolated during a large outbreak in
Spain. The genome has 3,875,775 bp and 3,526 coding sequences, with 39.4% GC content. The availability of this genome will
facilitate the study of the pathogenicity of the Acinetobacter species.
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Acinetobacter baumannii is a major cause of hospital-acquiredinfections. Its success in the hospital environment lies in its
genetic versatility and its ability to persist in extreme conditions.
During 2006–2008, 377 patients were colonized/infected with
multiresistant A. baumannii strains in a hospital in Madrid, Spain.
This was one of the most important nosocomial outbreak pro-
duced by A. baumannii known to date (1, 2). The clones isolated
during the outbreak harbored different plasmids, all containing a
blaOXA-24 gene mobilized through a Xer recombination mecha-
nism. Two mutations found to modify the gene expression of
virulence factors provided an advantage to strain AbH12O-A2,
whose genome sequence is described here. Previous studies have
described the molecular mechanisms involved in the spread and
epidemiology of this strain (1–6).
The total genomic DNA isolated from strain AbH12O-A2 was
sheared into smaller fragments with the Covaris S/E210 system.
Speciﬁc adapters were ligated to DNA fragments, and libraries
containing inserts of 500 bp were puriﬁed and selectively enriched
by PCR. After quality and quantity controls, 90 nucleotide frag-
ments were paired-end sequenced in an HiSeq2000 system, with
the TruSeq PE cluster kit version 3, cBot-HS, and TruSeq SBS
kit-HS version 3 (Illumina Inc.). Once the gaps were identiﬁed,
pairs of primers were designed and speciﬁc regions were ampli-
ﬁed. Products were sequenced by BigDye Terminator version 3.1
chemistry in an ABI Seq Instrument (Applied Biosystems). After
quality control of the raw data, clean data were aligned to Acineto-
bacter baumannii ATCC 17978, as a reference sequence. Assembly
of the short reads into the genome sequence was performed using
the SOAPdenovo version 1.05 program (http://soap.genomics
.org.cn/soapdenovo.html). Key parameter K setting at 47 is deter-
mined by optimal assembly according to the paired-end and over-
lap relationship via mapping reads to contigs.
The A. baumannii AbH12O-A2 complete genome consists of
3,875,775 bp with a GC content of 39.4% and contains 3,526
coding sequences, 72 tRNA genes, and 6 rRNA clusters. A. bau-
mannii ACICU (score 518), A. baumannii AB900 (score 500), and
A. baumannii AYE (score 483) were the closest neighbors to strain
AbH12O-A2. Moreover, 56 genes associated with resistance to
antibiotics and toxic compounds were found. The ResFinder
bioinformatic application (7) was used to identify genes coding
for antibiotic resistance. The following resistance genes were de-
tected in the genome: aac(3)-lla, strA, and strB conferring resis-
tance to aminoglycosides; blaOXA-65, blaADC-25, and blaTEM-1B con-
ferring resistance to -lactams; and sul2 conferring resistance to
sulfonamides. Comparison of theAbH12O-A2 genomewith other
completed genomes of A. baumannii by use of Mauve version
2.3.1 (8) revealed a resistance island (3,612,846–3,637,461 bp)
ﬂanked by two sequences of ISAba1 in opposite directions.
PHAST (9) analysis revealed four putative intact phages inte-
grated in the genome, two of which are similar to Acinetobacter
phage Bphi-B1251 and another two that have not previously been
identiﬁed in A. baumannii: one is similar to Enterobacteria phage
mEp235 and the other is similar to Haemophilus phage SuMu.
Nucleotide sequence accession number. This whole-genome
shotgun project has been deposited in GenBank under accession
number CP009534.
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3.4. Capítulo IV. El sistema de secreción de dos componentes AbFhaB/AbFhaC‐
like está  implicado en adherencia a superficies bióticas y en  la virulencia de  la 
cepa Acinetobacter baumannii AbH12O‐A2. 
En los últimos años A. baumannii se ha convertido en un patógeno muy relevante. Este 
hecho  es  debido  al  grave  incremento  del  número  de  infecciones  y  brotes  hospitalarios 
causados por este microorganismo, así  como a  la emergencia de  fenotipos multirresistentes 
(5). Se han realizado múltiples estudios enfocados al estudio de la base genética y funcional de 
la  resistencia  a  antimicrobianos  en  A.  baumannii.  Sin  embargo,  a  pesar  de  la  importancia 
clínica de  las  infecciones producidas por A. baumannii,  los mecanismos de patogenicidad de 
este microorganismo  son  todavía muy  poco  conocidos,  ya  que  hasta  hace  poco  tiempo  era 
considerada como una bacteria de baja virulencia.  
La  patogénesis  bacteriana  es  un  proceso  en  el  que  participan múltiples  factores  de 
virulencia. Existe una amplia variedad de  fenotipos diferentes  relacionados con virulencia en 
aislados clínicos de A. baumannii relacionados con la motilidad, la adherencia, la formación de 
biofilm, la invasividad o la citotoxicidad (29). Los factores de virulencia que participan en estos 
fenotipos virulentos incluyen mecanismos para la captación del hierro (139), la producción de 
enzimas  hidrolíticas  (140),  mecanismos  relacionados  con  el  desarrollo  de  la  cápsula,  la 
producción de pili, expresión de proteínas de membrana externa o producción de vesículas de 
membrana externa (29, 90, 104). 
La adhesión es el primer paso para que se desarrolle un proceso de colonización que 
puede derivar en infección. La adhesión puede darse sobre superficies bióticas (piel o tejidos 
de pacientes o personal  hospitalario)  o abióticas  (material hospitalario,  suelos,  grifería,…etc. 
En  algunas  ocasiones,  después  de  la  adhesión  puede  producirse  la  formación  de  biofilm. 
Algunos de los factores implicados en la producción de biofilm han sido estudiados, tales como 
el sistema chaperone‐usher CsuA/BABCDE, la producción de poli‐β‐1‐6‐N‐acetylglucosamina o 
la  proteína  Bap  (90,  111,  113).  Un  estudio  reciente,  realizado  con  52  cepas  clínicas  de  A. 
baumannii reveló que la habilidad para formar biofilm y la capacidad para adherirse a células 
eucariotas  son habilidades  independientes  (114).  Este  dato  sugiere  que A.  baumannii  posee 
distintos mecanismos  implicados  en  la  formación  de  biofilm  y  adherencia,  siendo  estos  dos 
mecanismos regulados de forma independiente (114).  
Capítulo	IV
80 
Los mecanismos  implicados  en  la  adherencia  y  formación  de  biofilm de  cepas  de A. 
baumannii en superficies bióticas están mucho menos estudiados que en superficies abióticas. 
Se sabe que  la porina OmpA, además de participar en  la  formación de biofilm en superficies 
abióticas,  facilita  el  proceso  de  adherencia  a  las  células  eucariotas  (105).  También  se  ha 
descrito que la proteína autotransportadora Ata participa en la formación de biofilm y facilita 
la unión de las bacterias a las moléculas de colágeno tipo IV de las células eucariotas (108). 
Estudios fenotípicos de adherencia, motilidad y formación de biofilm de la cepa clínica 
de A. baumannii AbH12O‐A2 revelaron que esta cepa poseía una extraordinaria capacidad de 
adherencia a superficies bióticas. Por ello, y mediante el estudio de la secuencia completa de 
su genoma (Capítulo III), nos propusimos buscar genes que pudieran estar implicados en este 
proceso. En una isla genómica de 18 Kb, no presente en la cepa de A. baumannii ATCC 17978, 
se  localizó  un  sistema  de  secreción  de  dos  componentes  (AbFhaB/AbFhaC).  Estos  sistemas 
pertenecen  al  sistema  de  secreción  tipo  V  y  están  compuestos  por  dos  proteínas:  una 
exoproteína  larga y una proteína de membrana que  se encarga de  transportar  al  exterior  la 
exoproteína.  
Ya que A. baumannii AbH12O‐A2 poseía una elevada capacidad de adherirse a células 
eucariotas y que este tipo de sistemas de secreción habían sido relacionados previamente con 
la  adherencia  a  superficies  bióticas,  el  objetivo  principal  de  este  capítulo  consistió  en 
demostrar su implicación en el proceso de adherencia de A. baumannii AbH12O‐A2, así como 
determinar su papel en virulencia utilizando para ello dos modelos animales de infección. 
Para  ello,  el  gen  codificante  de  la  proteína  transportadora  AbFhaC  fue  eliminado 
mediante una  técnica  de doble  recombinación para originar un mutante knockout  isogénico 
derivado de  la cepa clínica AbH12O‐A2. Además, se extrajeron vesículas de membrana de A. 
baumannii AbH12O‐A2 y de la cepa knockout y mediante estudios proteómicos, se demostró 
que ninguna de las dos proteínas del sistema de dos componentes estaba presente en la cepa 
mutante. Experimentos de adherencia de estas cepas a superficies bióticas demostraron que 
este  sistema  AbFhaB/AbFhaC  facilita  la  adherencia  a  células  eucariotas,  siendo  una  de  sus 
dianas celulares  la proteína  fibronectina. Por último,  los experimentos realizados empleando 
modelos  de  infección  animal  en  Caenorhabditis  elegans  y  en  ratones  mostraron  una 
disminución de la virulencia en la cepa mutante con respecto a la cepa salvaje.  
Se  concluye  que  el  sistema  AbFhaB/AbFhaC  descrito  en  la  cepa  de  A.  baumannii 
AbH12O‐A2 está implicado en adherencia a superficies bióticas y en virulencia. 
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El presente capítulo constituye un último manuscrito en preparación. A continuación 
se detallan los materiales y métodos y los resultados de dicho manuscrito. 
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3.4.1. Material y métodos del capítulo IV. 
Cepas bacterianas, condiciones de cultivo, plásmidos y extracción de ADN 
Acinetobacter baumannii AbH12O‐A2 fue aislado a partir de un brote nosocomial que 
ocurrió durante los años 2006‐2008 en el hospital 12 de Octubre de Madrid. Las bacterias A. 
baumannii  y  E.  coli  se  cultivaron  de  manera  rutinaria  en  medio  LB.  Se  añadió  agar  al  2  % 
cuando  fue  necesario.  Todas  las  cepas  se  cultivaron  a  37  °C  en  agitación  (180  rpm)  y  se 
congelaron  a  ‐80  °C  en medio  LB  con  10 %  de  glicerol.  La  concentración  de  telurito  sódico 
(Sigma‐Aldrich,  St.  Louis, MO)  utilizada  fue  de  10  μg/mL  para E.  coli  y  de  30  μg/mL  para A. 
baumannii. El ADN genómico se extrajo con el Wizard Genomic DNA purification Kit (Promega 
Corporation, Madison, WI, USA). El ADN plasmídico se extrajo con el High Pure DNA Isolation 
Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). E. coli TG1 se utilizó para las técnicas de 
clonación y  la cepa de A. baumannii ATCC 17978 fue utilizada como control experimental en 
algunos casos. Para realizar el knockout mediante doble recombinación se utilizó el plásmido 
pMO130‐TelR. El plásmido pWH1266, en el cual se introdujo el gen Tpm (locus_tag ACIAD2922) 
de  A.  calcoaceticus  ADP1  junto  con  su  secuencia  promotora  (141),  se  utilizó  para 
complementar la cepa mutante. 
Construcción de la cepa knockout 
  La cepa knockout AbH12O‐A2ΔfhaC se construyó usando el plásmido pM0130‐TelR que 
contiene los genes xylE, sacB y los genes de resistencia a kanamicina y telurito. Este plásmido 
actuaría  como  vector  suicida  Fragmentos  de  608‐889  pb,  respectivamente,  localizados  en 
regiones anteriores y posteriores al dominio POTRA del locus LX00_12105 fueron clonados en 
el  vector  pM0130‐TelR  usando  los  oligonucleótidos  descritos  en  la  Tabla  1  del  Anexo  IV.  El 
plásmido  resultante  se  utilizó  para  transformar  células  de  A.  baumannii  AbH12O‐A2  por 
electroporación.  Se  seleccionaron  las  colonias  recombinantes  representantes  del  primer 
evento  de  recombinación  usando  la  combinación  de  telurito  y  la  detección  visual  de  la 
actividad  XylE  después  de  espolvorear  las  colonias  obtenidas  con  pirocatecol  (142).  Las 
colonias  resistentes  a  telurito  de  color  amarillo  fueron  cultivadas  en  medio  LB  líquido 
suplementado  con  15  %  de  sacarosa  y  posteriormente  sembradas  en  medio  LB‐agar.  El 
segundo evento de  recombinación se confirmó mediante PCR utilizando  los oligonucleótidos 
detallados en la Tabla 1 del Anexo IV. 
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Complementación de la cepa knockout 
Para  complementar  la  cepa  knockout  AbH12O‐A2ΔfhaC,  el  gen  diana  se  amplificó  a 
partir del genoma de  la  cepa AbH12O‐A2 utilizando  los oligonucleótidos que aparecen en  la 
Tabla  1  del  Anexo  IV.  Posteriormente,  se  digirió  y  clonó  en  el  sitio  de  restricción  SalI  del 
plásmido pWH1266‐Tpm. Esta nueva construcción se utilizó para transformar la cepa knockout. 
Los transformantes se seleccionaron en placas de LB suplementado con 30 µg/mL de telurito y 
se  confirmaron  mediante  PCR  usando  los  oligonucleótidos  que  aparecen  en  la  Tabla  1  del 
Anexo IV 
Extracción de ARN y real time RT‐PCR 
Para la extracción del ARN a partir de un cultivo líquido en fase exponencial se utilizó el 
High Pure RNA Isolation kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany ). Las muestras de 
ARN Fueron tratadas con DNAsa I y purificadas con RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen). Las 
muestras fueron cuantificadas usando un BioDrop µLITE (Isogen Life Science). Para determinar 
los niveles de expresión de los genes de interés se llevó a cabo la técnica qRT‐PCR utilizando 
sondas  UPL  (Roche).  Se  utilizaró  el  kit  LightCycler  480  RNA  Master  hydrolysis  probes  y  un 
LightCycler  480  RNA  (ambos  de  Roche,  Germany).  El  programa  utilizado  fue  el  siguiente: 
incubación  inicial  a 65  °C, 3 min,  seguido de una desnaturalización a 95  °C durante 30  s,  45 
ciclos a 95 °C, 15 s y 60 °C, 45 s, y un paso de elongación final a 40 °C, 30 s. Se realizaron tres 
réplicas biológicas  independientes.  Los niveles de expresión  se estandarizaron empleando el 
housekeeping gyrB. Los oligonucleótidos y sondas empleados aparecen en la Tabla 1 del Anexo 
IV.  
Aislamiento y purificación de vesículas de membrana externa OMVs 
La extracción de OMVs se realizó tal como describieron Méndez y col. (129). Las células 
bacterianas fueron centrifugadas (4000 rpm, 40 min a 22 °C). Los sobrenadantes se filtraron a 
través  de  membranas  de  0,22  μm  de  diámetro  Millex‐GP  (Millipore,  Bedford,  U.S.A.),  y 
posteriormente, se ultracentrifugaron (200000× g, 90 min, 4 ºC, rotor 70 Ti Beckman, Munich, 
Germany). El pellet de OMVs se lavó y se resuspendió en PBS. Esta suspensión de vesículas se 
filtró  de  nuevo  a  través  de membranas  de  0,22  μm  (Millex‐GP)  y  una  pequeña  fracción  fue 
sembrada  en  placas  de  LB  para  descartar  crecimiento  bacteriano.  El  filtrado  resultante  fue 
utilizado para la extracción de las proteínas y posteriores análisis proteómicos. Se añadió ácido 
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tricloroacético  (TCA)  a  la  resuspensión  de  vesículas  a  una  concentración  final  del  10  %,  se 
mezcló  bien  y  se  realizó  la  incubación  toda  la  noche  a  4  °C  con  el  fin  de  que  las  proteínas 
precipitasen.  Las  proteínas  se  centrifugaron  30  min  a  16.000  ×  g,  se  lavaron  dos  veces  en 
acetona  helada  y,  posteriormente,  el  pellet  proteico  se  secó  al  aire.  Después,  las  proteínas 
fueron solubilizadas utilizando urea 6 M y tiourea 2 M en bicarbonato amónico 25 mM (pH 8,0). 
La concentración proteica final se determinó mediante un ensayo modificado de Bradford. 
Digestión de las proteínas en solución 
La digestión en solución se  llevó a cabo tal y como describieron Méndez y col.  (129). 
(129). De forma resumida, los extractos proteicos se solubilizaron en una solución de urea 6 M 
y tiourea 2 M en bicarbonato amónico 25 mM y se añadió DTT a una concentración final de 10 
mM.  Estas  muestras  fueron  incubadas  durante  1  h  a  37  °C.  Posteriormente,  se  añadió 
iodoacetamida  (IAA)  a  una  concentración  final  de  50 mM y  se mezcló  bien  para  incubar  las 
muestras 45 min a temperatura ambiente y absoluta oscuridad. Acto seguido se diluyeron las 
muestras 6 veces, con el fin de reducir  la concentración de urea, se añadieron 2 unidades de 
tripsina (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) y se incubaron a temperatura ambiente 
toda  la  noche.  Se  analizaron  dos muestras  biológicas  (extraídas  a  partir  de  las  cepas  de A. 
baumannii  AbH12O‐A2  y  AbH12O‐A2ΔfhaC).  En  todos  los  casos,  la  mezcla  de  péptidos 
obtenidos  después  de  la  digestión  con  tripsina  se  acidificó  añadiendo  1  µL  de  10  %  TFA  y 
desalando  las  muestras  utilizando  stage‐tips  hechos  a  mano  (143)  tal  como  se  ha  descrito 
previamente  (144).  Las  muestras  se  dividieron  en  alícuotas  y  se  evaporaron  usando  una 
centrífuga de vacío. Por último, se congelaron y se almacenaron a ‐80 °C. 
Análisis de espectrometría de masas nanoLC‐MALDI‐TOF/TOF 
Un  total  de  2  µg  de  la  mezcla  de  péptidos  desalada  en  el  apartado  anterior  fue 
separado mediante cromatografía de fase reversa usando un cromatógrafo de líquidos nanoLC 
(ABSciex, MA,  USA)  y  una  columna  de  C18  (New Objective, Woburn, MA)  con  un  diámetro 
interno de 300 Ǻ. Los péptidos fueron eludídos con un flujo de 0,35 µL/min con 0,1 % de ácido 
trifluoroacético y un gradiente  lineal de acetonitrilo de 1,9‐38 % y de solución B  (compuesta 
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por un 98 % de acetonitrilo y un 0,1 % trifluoroacético) durante 90 min. Los péptidos eluídos 
fueron  mezclados  con  una  matriz  de  α‐cyano  (4  mg/mL  con  un  flujo  de  1,2  µL/min)  y 
depositados en la placa de MALDI utilizando un spoteador automático (SunCollect, Sunchrome, 
Friedrichsdorf, Germany). La carrera de MS para cada cromatograma fue adquirida y analizada 
usando un espectrómetro de masas 4800 MALDI‐TOF/TOF (ABSciex, MA, USA) y una intensidad 
láser de 3.800 kV de voltage y una lectura de 1.500 disparos/espectro para el análisis de masas 
(MS).  Para  el  análisis  de MSMS  la  selección  automatizada  de  precursores  con  un  rango  de 
masas  de  800‐4.000  m/z  se  llevó  a  cabo  por  el  método  de  Job‐wide  (hasta  15 
precursores/fracción,  con  una  señal  de  ruido  con  un  umbral  inferior  a  50)  con  un  láser  de 
4.800  kV  de  voltaje  y  1500  disparos/espectro.  El  rango  de  energía  CID  (Collision‐induced 
dissociation)  se  fijó  en  el  medio.  Se  realizó  una  segunda  selección  de  precursores  por  el 
método Job‐Wide, excluyendo los precursores fragmentados previamente y considerando una 
señal  de  ruido  con  un  umbral  inferior  a  30  para  poder  identificar  péptidos  procedentes  de 
proteínas  que  estuvieran  en  menor  concentración.  Los  datos  obtenidos  o  espectros  de 
fragmentación obtenidos fueron procesados para la subsecuente identificación de proteínas. 
Cromatografía  líquida  acoplada  a  la  espectrometría  de  masas  utilizando  una  5500 
QTRAP  (LC‐MS/MS).  Diseño  experimental  de  selección  de  péptidos  y  análisis  por 
proteómica dirigida mediante MRM (Multiple Reaction Monitoring) 
Un total de 2 µg de las muestras AbH12O‐A2 y AbH12O‐A2ΔfhaC fueron inyectadas en 
un cromatógrafo de líquidos, tipo nanoLC (ABSciex, MA, USA) con un gradiente linear de 120 
min y acoplado a un espectrómetro de masas de triple cuádrupolo/trampa iónica 5500QTRAP 
(ABSciex,  MA,  USA)  para  realizar  una  carrera  cromatográfica  e  identificar  las  proteínas 
presentes en la mezcla mediante un EM ER (Enhanced MS and Enhanced resolution). Un total 
de 2 μg de  la mezcla de péptidos  fueron  inyectados en una pre‐columna  (C18, 5 μm, 300 Å, 
100 μm x 2 cm, Acclaim PepMap, Thermo Scientific, USA) con un flujo de 3 μL/min durante 10 
min para el desalado y luego fueron separados en una nanocolumna C18 (75 μm id, 15 cm, 3 
μm,  Acclaim  PepMap  100,  Thermo  Scientific,  USA)  a  un  ratio  de  flujo  de  300  nL/min.  El 
gradiente para la elución de los péptidos para determinar el método de EM ER empezó con un 
5 % de solución B (0,1 % ácido fórmico en 95 % acetonitrilo) durante 3 min, desde el minuto 3 
hasta 120 min con un 40 % de solución B, con 95 % de solución B durante 10 min y, finalmente, 
se equilibró la columna durante 15 min con 5 % de solución B, como se indica en la Tabla 2 del 
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Anexo  IV.  De  esta  manera  se  identificaron  las  proteínas  de  estudio  y  se  seleccionaron  los 
mejores  péptidos.  Estos  péptidos  tienen que  ser  proteotípicos  (únicos  para  una proteína  en 
particular)  con  una  buena  señal  espectral,  sólo  péptidos  plenamente  trípticos,  y  con  un 
tamaño entre  8  y  30  aminoácidos,  carentes  de  residuos de metionina  y  triptófano. Una  vez 
seleccionados  los  péptidos  se  desarrolló  el  método  de  proteómica  dirigida  por  MRM 
(multireaction monotoring), durante el cual se estudiaron tres péptidos para cada proteína y 
tres o cuatro transiciones para cada péptido. El gradiente para la elución de los péptidos con el 
método MRM empezó  con un 5 % de  solución B  (0,1 % ácido  fórmico en 95 % acetonitrilo) 
durante 3 min, desde el min 3 hasta los 45 min, un 35 % de solución B durante 1 min hasta un 
95 % de solución B durante 10 min y, finalmente, se equilibró la columna durante 15 min con 
un 5 % de solución B como se  indica en  la Tabla 2 del Anexo  IV. El espectrómetro de masas 
tiene una interface de tipo nanospray que consiste en un emisor de silica de 20 μm diámetro 
interno con una punta de 10 μm (NewObjective, Woburn, MA). Para estos análisis se trabajó 
en  modo  positivo.  Los  parámetros  de  adquisicion  del  espectrómetro  fueron  los  siguientes: 
voltaje de ion spray 2.600 V, la interface heater temperature (IHT) 150 °C, ion source gas 2 (GS2) 
fue 0, curtain gas (CUR) fue 20 y ion source gas 1 (GS1) fue 25 psi con una collision gas (CAD) 
elevada. Los parámetros de masas que dependen del componente de estudio fueron 10 para 
el potencial de entrada (EP) y 15 para el Collision cell exit potential (CXP). La energía de colisión 
(CE) y el potencial declusterin  (DP)  fueron determinados de  forma teórica para cada péptido 
mediante  el  software  libre  Skyline  (Mac  Coss  lab).  Q1  and  Q3  se  optimizaron  como 
unidad/unidad a una resolución (0,7 Da) y  la pausa entre  los diferentes rangos de masas fue 
establecida como 3 ms. 
Análisis de datos 
Para los experimentos con Nano‐LC‐MALDI‐TOF/TOF y nanoLC‐5500 QTRAP, los datos 
crudos se procesaron usando el software informático Protein Pilot 4.0 (ABSciex, MA, USA). Los 
péptidos  se  identificaron  a  través  de  una  base  de  datos  realizada  con  todas  las  proteínas 
descritas  en  la  cepa  AbH12O‐A2  (3.635  proteínas  cuyos  códigos  de  acceso  van  desde 
A1S4698.1 hasta A1S8323.1). Los parámetros de búsqueda fueron los siguientes; 
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Database: nr 
Filtrado específico: no.  
El  Protein  Pilot  utilizó  el  algoritmo  Paragon  para  hacer  las  búsquedas  y  para  los 
experimentos  con  el  TOF‐MS/MS  se  aplicaron  los  criterios  de  confidencia  Detection  Protein 
Threshold; Unused ProtScore (Conf)> 1,3 (95,0 %). En el caso de la 5500 QTRAP, los espectros 
obtenidos  fueron  de  peor  calidad  por  lo  que  las  búsquedas  de  proteínas  identificadas  se 
realizaron  con  una  confidencia  más  baja  Detection  Protein  Threshold;  Unused  ProtScore 
(Conf)> 0,05 (10,0 %). 
 
Adherencia a células epiteliales humanas  
Las células epiteliales alveolares humanas A549 y Hela fueron cultivadas en 5 % CO2 a 
37 °C en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma‐Aldrich) suplementado con 
10 % de suero bovino fetal inactivado (FBS) y un 1 % penicilina‐estreptomicina (Gibco, Thermo 
Fisher  Scientific,  Waltham,  MA,  USA).  Las  células  fueron  sembradas  formando  monocapas 
confluentes  en  placas  de  24  pocillos  para  posteriormente  ser  sometidas  a  dos  lavados  con 
suero salino y una solución salina equilibrada Hank's (mHBSS, igual que HBSS pero sin glucosa) 
siguiendo las instrucciones previamente descritas (145). Después, las células epiteliales fueron 
infectadas  con  104  bacterias  por  pocillo  e  incubadas  durante  24  h  en mHBSS  a  37  °C.  Para 
determinar el número de bacterias adheridas, la monocapa de células infectada fue lavada tres 
veces con suero salino para eliminar las bacterias no adheridas y después se lisaron con 500 µL 
de deoxicolato sódico al 0,5 %. Se sembraron diluciones seriadas de los lisados en placas de LB 
y  se  incubaron  a  37  °C  durante  24  h.  Se  realizó  el  recuento  de  Unidades  Formadoras  de 
Colonias  (UFC) para determinar  el  porcentaje de bacterias  adheridas  a  las  células  epiteliales 
comparándolo  con  el  control  de  crecimiento.  Se  realizaron  seis  réplicas  independientes.  La 
significancia estadística se evaluó utilizando el test T de Student. 
 
Polarización de células epiteliales alveolares humanas A549 y posterior infección con A. 
baumannii para SEM 
Las células alveolares humanas fueron mantenidas de rutina en frascos de cultivo de 
tejidos  de  25  cm2 (BioLite  25  cm2  Flask,  Thermo  Fisher  Scientific,  Rochester,  New  York)  en 
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medio  DMEM  (Cellgro  Mediatech  Inc,  Manassas,  Virginia)  suplementado  con  10  %  de  FBS 
inactivado  (Cellgro Mediatech  Inc, Manassas, Virginia)  y un 1 % de 100 μg/mL de penicilina‐
estreptomicina  (Cellgro  Mediatech  Inc,  Manassas,  Virginia).  Las  placas  transwell  con 
membrana de policarbonato de 24 pocillos (Costar Transwell Polyester Supports, Corning Inc, 
Corning, New York) fueron pre‐acondicionadas durante las 24 h previas a la siembra en DMEM 
por ambos lados de la membrana e incubadas a 37 °C y 5 % CO2. El medio DMEM se eliminó de 
la placa transwell y 105 células A549 fueron sembradas en cada membrana. Las células A549 
fueron mantenidas sumergidas DMEM en las membranas de las placas transwell durante una 
semana.  Tras  una  semana  sumergidas,  el  DMEM  fue  eliminado  de  la  parte  superior  de  la 
membrana  para  permitir  que  las  células  A549  se  polarizasen  y  comenzasen  a  secretar 
surfactante.  Las  células  fueron  polarizadas  durante  dos  semanas  para  crear  un  sellamiento 
acuoso alrededor de la membrana. Un día antes y durante la infección, las células A549 fueron 
alimentadas  con  DMEM  suplementado  con  10  %  de  FBS  inactivado  sin  penicilina‐
estreptomicina (DMEM ‐). Las bacterias, previamente cultivadas en LB a 37 °C durante 24 h en 
un incubador en agitación a 180 rpm, fueron lavadas y resuspendidas en medio HBSS (Hyclone 
Laboratories,  Inc, Logan, Utah). Un total de 102 bacterias fueron depositadas en  la superficie 
apical de las células A549, pipeteando 1 μL de la suspensión en el centro de cada membrana. 
Después, la placa transwell se incubó y se mantuvo durante 72 h a 37 °C y 5 % CO2. Después de 
72 h  se  lavaron  las membranas con HBSS para eliminar  secreciones y  células bacterianas no 
adheridas.  Las membranas se  fijaron durante 24 h en 4 % de  formaldehido‐HBSS a 4  °C.  Las 
membranas fueron recuperadas para SEM usando la metodología previamente descrita (111). 
Ensayos de unión a fibronectina 
El  primer  paso  consistió  en  el  tapizado  de  placas  de  96  pocillos  con  fibronectina  tal 
como se ha descrito previamente (124). Los pocillos se tapizaron con 1,25 µg de fibronectina 
disuelta en PBS (125 µL de fibronectina a una concentración de 10 µg/mL por pocillo) o con 20 
µg/ µL de BSA o PBS (ambos utilizados como controles) y se  incubaron toda  la noche a 4 °C. 
Después, los pocillos se lavaron 4 veces con 125 µL de BSA en PBS a una concentración del 1 % 
peso/volumen y se bloquearon durante 1 h a temperatura ambiente con 1 % de BSA en PBS. A 
continuación, los pocillos se lavaron 6 veces con PBS. 
Los  ensayos  de  adherencia  a  fibronectina  se  realizaron  tal  como  se  describió 
previamente  (124,  146).  De  forma  resumida,  la  cepa  de  A.  baumannii  AbH12O‐A2  y  sus 
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derivados isogénicos crecieron en medio LB a 37 °C y en agitación a 180 rpm. Las bacterias se 
lavaron tres veces y posteriormente se resuspendieron en el doble del volumen inicial en PBS 
estéril. Alícuotas de 100 µL de las suspensiones bacterianas fueron añadidas a cada uno de los 
pocillos  tapizados  con  fibronectina,  BSA  o  no  tapizados.  Después  de  3  h  a  temperatura 
ambiente, las bacterias no adheridas fueron descartadas y los pocillos se lavaron seis veces con 
PBS estéril. Las bacterias adheridas a los pocillos fueron recogidas con 125 µL de PBS con 0,5 % 
de  Tritón X‐100.  Se  sembraron diluciones  seriadas  de  las  suspensiones  en placas  de  LB  y  se 
incubaron a 37 °C durante 24 h. Se realizó el recuento de UFCs para determinar el porcentaje 
de  bacterias  adheridas  a  la  fibronectina  inmovilizada  comparándolo  con  el  control.  La 
significancia estadística se evaluó utilizando el test T de Student. 
Ensayos de virulencia en Caenorhabditis elegans 
Los ensayos de virulencia utilizando el gusano Caenorhabditis elegans se realizaron tal 
y como describieron Vallejo y col. (147). Los huevos de la variedad de C. elegans N2 Bristol se 
incubaron en medio M9 y se detuvo el cultivo en el estadío de crecimiento L1 durante 24 h a 
16 °C. Posteriormente, los gusanos se colocaron en placas con medio NGM o PGS modificado 
(0,5 % peptona, 0,5 % NaCl, 0,5 % glucosa y 75 mM sorbitol) que contenía bacterias. Un gusano 
en  estadío  de  crecimiento  L4  se  situó  en  placas  sembradas  con  la  cepa  de  A.  baumannii 
AbH2O‐A2  o  sus  derivados  isogénicos.  Después  de  tres  días,  los  gusanos  se  retiraron 
diariamente y se situaron en una nueva placa sembrada con  la misma cepa bacteriana. Para 
estudiar la fertilidad de los gusanos, se contó el número de gusanos después de 24 h a 25 °C. 
Para ello, se utilizó una lupa Nikon SMZ‐745. Se realizaron seis réplicas independientes de cada 
cepa. Se utilizó el test estadístico T de Student para evaluar las diferencias encontradas. 
Ensayos de virulencia en un modelo de infección sistémica. 
Se  evaluó  la  virulencia  de  A.  baumannii  AbH12O‐A2  y  la  cepa  knockout  AbH12O‐
A2ΔfhaC en términos de mortalidad y tiempo de supervivencia de ratones infectados usando 
un  modelo  murino  de  infección  descrito  previamente  (120).  Todos  los  experimentos 
desarrollados  con  ratones  fueron  aprobados  por  el  Comité  Ético  Animal  del  Hospital  de  A 
Coruña. Durante  los experimentos, se  les suministró a  los ratones ad libitum comida libre de 
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antibióticos y agua autoclavada. Se utilizaron grupos de 18 hembras de ratones BALB/c, con un 
peso 20‐25 g y entre 6‐9 semanas de edad. Se les inyectó de forma intraperitoneal una dosis 
con 250 µL de suspensión bacteriana obteniéndose 33 x 107 UFC/ratón para la cepa AbH12O‐
A2 y 46 x 107 UFC/ratón para la cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC. Los ratones se monitorizaron 
cuidadosamente  durante  7  días  buscando  signos  de  enfermedad.  Los  animales  que 
sobrevivieron a los 7 días fueron sacrificados con tiopental. Los datos de supervivencia fueron 
comparados usando el test estadístico Log Rank, que considera un P valor inferior a 0,05 como 
estadísticamente significativo. 
Análisis Bioinformáticos 
Para  alinear  y  comparar  genomas  completos  se  utilizó  el  software  MAUVE  versión 
2.3.1 (148). El programa Interpro se utilizó para realizar análisis funcionales de proteínas (149). 
La estructura tridimensional de las proteínas fue determinada usando el servidor informático 
Phyre2  (150).  El  programa  VectorNT11  se  utilizó  para  analizar  secuencias  de  ADN  y 
construcciones genéticas. 

Capítulo	IV	
93	
3.4.2. Resultados del capítulo IV. 
Acinetobacter baumannii AbH12O‐A2 tiene una alta capacidad de adherencia a células 
epiteliales humanas. 
La cepa clínica de A. baumannii AbH12O‐A2 fue considerada como el clon mayoritario 
durante un brote nosocomial que ocurrió en Madrid (2006‐2008) durante más de 30 meses. Se 
ha  demostrado  que  esta  cepa  de  A.  baumannii  tiene  la  habilidad  de  sobrevivir  y  persistir 
durante  largos  períodos  de  tiempo  en  diferentes  áreas  hospitalarias  (151).  Se  realizaron 
diferentes estudios fenotípicos con el fin de averiguar las estrategias moleculares que juegan 
un  importante  papel  en  la  persistencia  y  en  el  potencial  infectivo  de  la  cepa A.  baumannii 
AbH12O‐A2 (101, 129, 152‐154).  
 
Los experimentos de adherencia mostraron que la cepa clínica AbH12O‐A2 se adhiere 
500 veces más a células epiteliales alveolares A549 y 100 veces más a células epiteliales HeLa 
que la cepa de referencia A. baumannii ATCC 17978 (Figura 1). Estos datos podrían explicar en 
parte  la  habilidad  de  esta  cepa  de A.  baumannii  para  causar  un  brote  nosocomial  durante 
tanto tiempo. 
Figura 1. Experimentos de adherencia a células epiteliales alveolares A549 y HeLa de las cepas de A. baumannii 
AbH12O‐A2 y ATCC 17978. Se realizaron cuatro réplicas independientes. Las muestras se analizaron con el test 
estadístico t‐student. Las barras representan la desviación estándar. 
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A. baumannii AbH12O‐A2 presenta una isla genómica relacionada con adherencia. 
La  excelente  habilidad  de  la  cepa  clínica A.  baumannii  AbH12O‐A2  de  adherirse  a 
células epiteliales humanas  (Figura 1), y  la disponibilidad del genoma completo de esta cepa 
(GenBank CP009534.1) descrito en el capítulo III (153), nos motivó a realizar una búsqueda de 
aquellos genes que podrían estar implicados en el fenotipo de adherencia. El análisis genómico 
determinó una región de ADN que no estaba presente en genomas completos secuenciados de 
otras cepas de A. baumannii. La Figura 2A muestra esta región que comprendía 18.125 pb del 
genoma de A. baumannii AbH12O‐A2 y se encontraba localizada entre el locus LX00_12060 en 
el extremo 5´ que codifica un regulador transcripcional tipo LuxR, y el locus LX00_12110 en el 
extremo 3´que codifica una ARNt‐Trp. Además, en los extremos 5’ y 3’ de la región genómica 
se  encuentraron  unas  secuencias  duplicadas  en  el  mismo  sentido  (AAAAAGCTCC‐  6  pb‐
AGGAGCTTT). Dentro de esta región de ADN se identificaron 8 secuencias codificantes: el locus 
LX00_12065 que codifica un regulador transcripcional de la familia TetR (AIS07096.1), los loci 
LX00_12075,  LX00_12080,  LX00_12085,  LX00_12090,  LX00_12095  que  codifican  proteínas 
hipotéticas (AIS07097.1, AIS07098.1, AIS07099.1, AIS07100.1 y AIS07101.1, respectivamente), 
el locus LX00_12100 que codifica una proteína de adhesión (AKB90480) y el locus LX00_12105, 
que codifica una proteína de membrana (AIS07102.1). 
El  análisis  detallado  utilizando  diversas  herramientas  bioinformáticas  reveló  la 
presencia  de  un  sistema  de  secreción  de  dos  componentes  (TPS),  codificado  por  los  loci 
LX00_12100  y  LX00_12105  (Figura  2B).  El  gen  LX00_12100  se  ha  descrito  que  codifica  una 
exoproteína de 392,72 KDa que contiene un péptido señal de 25 aminoácidos característico de 
los sistemas de secreción tipo V. El análisis más detallado de la secuencia aminoacídica, reveló 
la existencia de un dominio con actividad hemaglutinante dispuesto entre los aminoácidos 101 
y  221  del  extremo  N‐terminal  de  la  exoproteína.  Este  dominio  altamente  conservado 
pertenece  al  dominio  TPS  de  las  proteínas  tipo  TpsA  (código  InterPro  IPR008638). Múltiples 
copias de repeticiones de 20 residuos, descritos previamente en proteínas de este tipo, fueron 
determinadas a lo largo de toda la secuencia (código InterPro IPR010069). Entre las posiciones 
aminoacídicas  2.029  y  2.031  se  describió un  triplete peptídico Arg‐Gly‐Asp  (RGD),  el  cual  ha 
sido relacionado con adherencia en otras proteínas. El locus LX00_12105 codifica una proteína 
de  membrana  externa  de  65,54  KDa  (TpsB),  la  cual  pertenece  a  la  familia  de  proteínas 
transportadoras Omp85/TpsB. Esta proteína contenía un péptido señal de 25 aminoácidos y un 
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domino POTRA 2 (polypeptide transport‐associated, con código InterPro IPR005565) localizado 
entre los aminoácidos 87 y 166.  
A) 
 
B) 
 
 
La  estructura  de  la  secuencia  aminoacídica  del  locus  LX00_12100  no  se  describió, 
debido a que el programa Phyre2 no es capaz de analizar secuencias aminoacídicas superiores 
a 1200 aminoácidos. El análisis de la secuencia aminoacídica del locus LX00_12105 con Phyre2 
sugirió que esta proteína presentaba una estructura similar (100 % de confidencia y un 86 % de 
cobertura)  a  la  proteína  FhaC  de  Bordetella  pertussis,  siendo  un  miembro  de  la  familia  de 
proteínas transportadoras OMP85/TPSB2. 
Obtención de la cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC. 
Con el fin de estudiar la implicación del sistema de secreción de dos componentes en 
la  patogénesis  de  la  cepa  clínica  AbH12O‐A2  se  realizó  la  construcción  de  la  cepa  knockout 
AbH12O‐A2ΔfhaC  mediante  la  eliminación  del  dominio  POTRA  2  del  locus  LX00_12105 
Isla ADN y loci colindantes
LX00_12060 LX00_12110 
LX00_12065
LX00_12075
LX00_12080
LX00_12085
LX00_12090 
LX00_12095
LX00_12100 
LX00_12105 
Región 
repetida 
(aaaaagctcc) 
Región 
repetida 
(aggagcttt)
Región 
repetida 
(aggagcttt)
Región 
repetida 
(aaaaagctcc) 
Figura 2. Organización y orientación genética de la isla genómica de aprox. 18 Kb encontrada en el genoma de la 
cepa A. baumannii AbH12O‐A2. Las secuencias codificantes se representan con flechas. Los asteriscos indican las 
regiones  repetidas.  B)  Representación  de  los  genes  FhaC/FhaB  del  sistema  de  secreción  de  dos  componentes 
(sistema  TPS)  descritos  en  el  genoma  de  la  cepa  A.  baumannii  AbH12O‐A2.  Las  secuencias  codificantes  se 
representan con flechas. Los cuadrados indican los dominios conservados de la secuencia, los círculos representan 
secuencias repetidas a lo largo del genoma y el asterisco representa el péptido señal. 
Repeticiones de 20 residuos 
filamentous haemagluttinin
Organización sistema de secreción de dos 
componentes (TPS) 
TpsB TpsA 
Dominio POTRA 2Dominio Filamentous haemaggluttinin  
Dominio ESPR Repeticiones Haemagluttinin  RGD 
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utilizando el vector pMo130TelR. La eliminación de este fragmento de ADN del cromosoma de 
la  cepa  AbH12O‐A2  fue  confirmada  mediante  PCR.  Además,  los  resultados  de  qRT‐PCR 
confirmaron la nula expresión del gen LX00_12105 en la cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC. 
La cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC no produce las proteínas AbFhaB y AbFhaC. 
Se  estudió mediante  dos  técnicas  proteómicas  el  perfil  proteico  de  las  vesículas  de 
membrana externa extraídas de cultivos tanto de la cepa clínica AbH12O‐A2 como de la cepa 
mutante AbH12O‐A2ΔfhaC. Los péptidos se detectaron y se identificaron en una base de datos 
con el fin de confirmar si la deleción del gen fhaC tenía un efecto en la producción del gen fhaB 
y, finalmente, en la inactivación del sistema de secreción de dos componentes AbFhaB/AbFhaC. 
Así,  mediante  la  cromatografía  acoplada  a  MALDI‐TOF/TOF,  se  identificaron  209 
proteínas  procedentes  de  la  muestra  de  la  cepa  clínica  AbH12O‐A2  y  166  proteínas 
procedentes  de  la  muestra  de  la  cepa  mutante  isogénica  AbH12O‐A2ΔfhaC.  Las  proteínas 
identificadas  en  ambas  muestras,  concordaban  mayoritariamente  con  las  publicadas  por 
Méndez  y  col.  (129).  En  las muestras  de  la  cepa  clínica  AbH12O‐A2  la  proteína  AbFhaB  fue 
identificada  con  cuatro  péptidos:  ITHETGTVTPSYGSYGGK,  VSATQANIQANQFTDR, 
IGGSLDSQWHAQGTAQQVNNR y GLISSLDQLTIQGQQDNNR, todos ellos con una confianza del 99 
%. La proteína AbFhaC no fue identificada con esta técnica en las muestras de la cepa clínica 
AbH12O‐A2. El hecho de que no se identifiquen péptidos de esta proteína, podría deberse a su 
elevada hidrofobicidad. En las muestras de la cepa mutante isogénica AbH12O‐A2ΔfhaC no se 
identificó ningún péptido de las proteínas AbFhaB y AbFhaC. 
Mediante las aproximaciones proteómicas por EM ER se identificaron 43 proteínas de 
procedentes de muestras de la cepa clínica y 55 proteínas procedentes de muestras de la cepa 
mutante isogénica AbH12O‐A2ΔfhaC. La proteína AbFhaB fue identificada en las dos muestras 
utilizando como base de datos todas  las proteínas de la cepa AbH12O‐A2 (códigos de acceso 
del  GenBank  A1S04698.1‐A1S8323.1).  Cuando  se  utilizó  una  base  de  datos  específica  para 
estas  dos  proteínas  (FhaBFhaC_M.fasta),  ambas,  AbFhaB  y  AbFhaC,  fueron  identificadas,  a 
través del análisis de varios péptidos proteotípicos, en la cepa clínica AbH12O‐A2. En la cepa 
mutante  AbH12O‐A2ΔfhaC,  ninguna  de  estas  dos  proteínas  fue  identificada  usando  ambas 
bases de datos. 
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Los mejores péptidos proteotípicos de ambas proteínas detectados en la muestras de 
la cepa clínica AbH12O‐A2 con EM ER fueron elegidos para crear el método MRM. Los péptidos 
elegidos  para  detectar  la  proteína  AbFhaB  fueron  LNQQNSLSNSGTLNAAR, 
LNQQNSLSNSGTLNAAR  e  ITHETGTVTPSYGSYGGK.  Para  detectar  la  proteína  AbFhaC,  los 
péptidos elegidos  fueron  IIANGYVTTR, VPTVEADFK y SELINADLSR. En  las muestras de  la cepa 
clínica  AbH12O‐A2,  la  proteína  AbFhaB  fue  identificada  con  IDA  usando  el  software 
ProteinPilot con muy buen score (los péptidos presentaban una confidencia superior al 95 %), 
la proteína AbFhaC era minoritaria y no se identificó con IDA. Sin embargo, se identificaron sus 
péptidos y sus espectros de  fragmentación presentando una menor confidencia. También se 
detectó la co‐elución de, al menos, tres transiciones para cada péptido, lo que indicó presencia 
de esta proteína.  Las  co‐eluciones de  las  transiciones de cada péptido de  las muestras de  la 
cepa clínica AbH12O‐A2 y de la cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC se muestran en la Figura 3. En 
las  muestras  de  la  cepa  mutante  AbH12O‐A2ΔfhaC  ninguna  de  estas  dos  proteínas  fueron 
identificadas. No existe co‐elución de transiciones de los péptidos en los tiempos de retención 
a  los que co‐eluyen en  las muestras de  la cepa clínica AbH12O‐A2. No se obtienen datos de 
fragmentación de estas proteínas. 
Figura  3.  A)  identificación  de  los  péptidos  trípticos  utilizando  la  técnica  de  SRM/MRM.  Cromatograma  iónico 
(XIC) de los 3 péptidos de la proteína AbFhaB en la cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC y en la cepa clínica AbH12O‐
A2.  Los  péptidos  endógenos  identificados  fueron  LNQQNSLSNSGTLNAAR,  LNQQNSLSNSGTLNAAR  e 
ITHETGTVTPSYGSYGGK con carga+2. El nombre de las transiciones para cada péptido aparece en la leyenda. B) 
identificación de  los péptidos trípticos utilizando  la técnica de SRM/MRM. Cromatograma  iónico (XIC) de  los 3 
péptidos  de  la  proteína  AbFhaC  en  la  cepa  mutante  AbH12O‐A2ΔfhaC  y  en  la  cepa  clínica  AbH12O‐A2.  Los 
péptidos endógenos identificados fueron IIANGYVTTR, VPTVEADFK y SELINADLSR con carga +2. El nombre de las 
transiciones para cada péptido aparece en la leyenda. 
** *
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El  sistema  de  secreción  de  dos  componentes  AbFhaB/AbFhaC  está  implicado  en 
adherencia a células eucariotas humanas en la cepa de A. baumannii AbH12O‐A2. 
Se examinó la interacción de la cepa clínica AbH12O‐A2 y sus cepas derivadas con las 
células eucariotas. Para evaluar el papel de este sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC 
en la adherencia a células eucariotas se utilizó  la cepa de AbH12O‐A2ΔfhaC (Figura 4A). Para 
ello,  se  utilizaron  dos  líneas  de  células  epiteliales  humanas.  Células  epiteliales  alveolares 
humanas A549 y células epiteliales HeLa fueron infectadas con la cepa de clínica AbH12O‐A2, 
la  cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC,  la  cepa AbH12O‐A2ΔfhaC con el plásmido pWH1266Tpm 
vacío y la cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC complementada con fhaC durante 24 h.  
Tal como se aprecia en la Figura 4A, después de 24 h de incubación el porcentaje de 
bacterias de  la cepa clínica AbH12O‐A2 adheridas a  la monocapa de células A549 y HeLa fue 
del  3,97  %  y  5,72  %,  respectivamente.  La  Figura  4A  también  muestra  que  la  capacidad 
adherente de la cepa clínica AbH12O‐A2 decreció significativamente del orden de 7 y 2 veces 
menos en las células epiteliales A549 y HeLa, respectivamente, cuando se eliminó el gen fhaC, 
recogiéndose el 0,58 % y 3,12 % de bacterias adheridas, respectivamente (P valor < 0,0001). El 
fenotipo  original  fue  restaurado  empleando  la  cepa  mutante  AbH12O‐A2ΔfhaC 
complementada, recogiéndose un porcentaje de células adheridas correspondiente al 3,45 % y 
7,15 % de las bacterias inoculadas, respectivamente (P valor < 0,0001). 
Se utilizó microscopía electrónica de barrido (SEM) para visualizar la adherencia de las 
bacterias a  las células alveolares humanas A549. Los resultados obtenidos se muestran en  la 
Figura 4B. Las observaciones microscópicas apoyaron los resultados previos de adherencia. En 
ellas  se  muestra  una  reducción  en  la  adherencia  a  células  epiteliales  A549  de  la  cepa  de 
AbH12O‐A2  deficiente  en  el  gen  fhaC.  La  cepa  parental  mostró  un  mayor  fenotipo  de 
adherencia y causó un daño mayor a las células polarizadas A549 cuando lo comparamos con 
el mutante AbH12O‐A2ΔfhaC.  En  la micrografía  c,  Figura  4B,  se  aprecia  una  capa de  células 
eucariotas  sin  bacterias  (control  negativo)  en  el  que  se  ve  la  monocapa  de  células  intactas 
recubiertas  de una  capa de  surfactante. Después  de  72 h  de  infección  con  la  cepa mutante 
AbH12O‐A2ΔfhaC  se  encontró  surfactante  en  la  monocapa  de  células  polarizadas  A549 
(micrografía  b)  mientras  que  el  surfactante  desapareció  y  la  monocapa  de  células  fue 
parcialmente destruida cuando la monocapa de células polarizadas A549 se infectó con la cepa 
clínica parental (micrografía a). 
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El sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC de  la cepa A. baumannii AbH12O‐A2 
interacciona con la fibronectina de células humanas.  
La  adhesión  a  proteínas  de  la matriz  extracelular,  tales  como  la  fibronectina,  puede 
tener un papel importante en la adherencia e internalización bacteriana. Se realizó un análisis 
de  la  interacción  del  sistema  de  dos  componentes  AbFhaB/AbFhaC  con  la  fibronectina 
incubando  la  cepa  clínica  AbH12O‐A2  y  sus  derivados  mutantes  en  pocillos  de  poliestireno 
tapizados con fibronectina. 
Figura 4. A) Experimento de adherencia a células epiteliales humanas Hela y células alveolares humanas A549 
utilizando  las  cepas  AbH12O‐A2,  la  cepa  derivada  knockout  isogénica  AbH12O‐A2ΔfhaC  y  la  cepa  mutante 
complementada  (AbH12O‐A2ΔfhaC  complementada).  Se  utilizó  una  cepa  mutante  portadora  del  plásmido 
pWH1266Tpm vacío  como  control  experimental  (AbH12O‐A2ΔfhaC + pWH1266Tpm).  Se  realizaron 6  réplicas 
independientes.  Los  resultados  fueron  analizados  con  el  test  estadístico  t‐student.  Las  barras  indican  la 
desviación  estándar.  B) Microscopía  electrónica  de  barrido  de  células  epiteliales  alveolares  humanas  (A549) 
infectadas con Acinetobacter baumannii.  a) Células de A. baumannii AbH12O‐A2 causando serios daños a  las 
células  A549.  b)  Células  de A.  baumannii  AbH12O‐A2ΔfhaC  sobre  la  monocapa  de  células  A549.  Se  aprecia 
menor  daño  en  la monocapa.  c)  Control  negativo  sin  bacteria  en  el  que  se  aprecia  la monocapa  de  células 
intacta recubierta de una capa de surfactante. Todas las micrografías fueron tomadas a 10.000 aumentos.  
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La  cepa  de  A.  baumannii  AbH12O‐A2  se  adhirió  dos  veces  más  a  los  pocillos  de 
poliestireno tapizados con la proteína fibronectina que a los pocillos tapizados con la proteína 
BSA o a los pocillos no tapizados (Figura 5). Además, cuando se produjo la eliminación del gen 
fhaC  en  la  cepa AbH12O‐A2  se  observó una  significativa  reducción del  número de  bacterias 
adheridas  a  los  pocillos  tapizados  con  fibronectina.  La  capacidad  de  adherencia  de  la  cepa 
mutante a la fibronectina fue 2,37 veces menor que el encontrado en el caso de la cepa salvaje 
(P  valor  =  0,0018).  El  fenotipo  salvaje  se  restauró  parcialmente  cuando  se  complementó  la 
cepa  mutante  (Figura  5).  Estos  datos  nos  indicaron  que  el  sistema  de  secreción  de  dos 
componentes AbFhaB/AbFhaC juega un papel en el mecanismo de interacción de la cepa de A. 
baumannii AbH12O‐A2 con la fibronectina de las células epiteliales. 
El sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC está implicado en virulencia en la cepa 
de A. baumannii AbH12O‐A2.  
El papel del sistema de secreción de dos componentes AbFhaB/AbFhaC en la virulencia 
de la cepa de A. baumannii AbH12O‐A2 se evaluó mediante un ensayo de fertilidad usando un 
Figura  5.  Unión  de  A.  baumannii  AbH12O‐A2  y  sus  mutantes  derivados  isogénicos  a  fibronectina 
inmovilizada.  Los  experimentos  se  realizaron  con  cuatro  réplicas  independientes de  cada muestra  y  los 
resultados  fueron  analizados  con  el  test  estadístico  t‐student.  Las  barras  de  error  representan  la 
desviación estándar. 
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modelo  de  C.  elegans  y  mediante  un  ensayo  de  supervivencia  utilizando  un  modelo  de 
infección sistema en ratón. 
 
 
El  modelo  de  invertebrado  C.  elegans  mostró  que  cuando  los  gusanos  fueron 
infectados  con  la  cepa  clínica  AbH12O‐A2  la  descendencia  se  redujo  significativamente  a  la 
mitad comparando con la cepa mutante isogénica AbH12O‐A2ΔfhaC (Figura 6). La producción 
de  progenie  fue  dos  veces  superior  cuando  C.  elegans  se  infectó  con  la  cepa  mutante 
deficiente en el gen fhaC con respecto a la cepa parental AbH12O‐A2, siendo la diferencia en la 
progenie  estadísticamente  significativa  (P  valor  <  0,05).  El  fenotipo  salvaje  se  restauró 
parcialmente  cuando  los  gusanos  fueron  incubados  con  la  cepa  mutante  isogénica 
complementada (AbH12O‐A2ΔfhaC + pWH1266Tpm + FhaC).  
También  se  evaluó  la  implicación  en  virulencia  del  sistema  de  secreción  de  dos 
componentes  AbFhaB/AbFhaC  mediante  un  modelo  de  infección  sistémica  de  ratón.  Los 
ratones BALB/c  fueron  infectados de  forma  intraperitoneal  con  la  cepa  clínica A.  baumannii 
AbH12O‐A2  y  la  cepa  mutante  isogénica  AbH12O‐A2ΔfhaC.  Las  tasas  de  supervivencia  se 
controlaron durante varios días tal como se muestra en la Figura 7. 
Figura 6. Experimento de fertilidad en C. elegans. El número de descendientes de un gusano en fase de crecimiento 
L4 se monitorizó durante 5 días en presencia de la cepa clínica de A. baumannii AbH12O‐A2, su derivado isogénico 
mutante  (AbH12O‐A2ΔfhaC)  y  la  correspondiente  cepa  complementada  (AbH12O‐A2ΔfhaC  complementada).  Seis 
réplicas independientes por experimento y los resultados fueron analizados con el test estadístico  T‐Student. 
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Los resultados mostraron una mayor mortalidad (17 ratones de 18) asociada a la cepa 
clínica  A.  baumannii  AbH12O‐tras  20  h  de  infección  (Figura  7).  En  contraste,  los  ratios  de 
mortalidad se redujeron (12 ratones de 18) cuando los ratones fueron infectados con la cepa 
mutante en el mismo período de tiempo, P valor = 0,059. 
Figura 7. Curva de  supervivencia de  ratones BALB/c  (n=18 por  grupo)  tras una  infección  intraperitoneal  con 
inóculos de 34 x 107 UFC de  la cepa clínica de A. baumannii AbH12O‐A2 y 46 x 107 UFC de  la cepa mutante 
isogénica de A. baumannii AbH12O‐A2ΔfhaC. Los datos fueron analizados con el test estadístico Lon Rank. 
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4. Discusión
En los últimos años, han sido descritos múltiples brotes hospitalarios de Acinetobacter 
baumannii  en  diferentes  hospitales  de  todo  el  mundo  y  el  número  de  infecciones 
nosocomiales se ha incrementado sustancialmente (8, 51, 155, 156). En el presente trabajo, se 
estudió uno de los brotes hospitalarios más importantes A. baumannii conocidos hasta la fecha. 
Este  brote  tuvo  lugar  en  el  Hospital  12  de  octubre  de Madrid,  entre  los  años  2006  y  2008 
persistiendo durante 30 meses. Se han publicado muchos trabajos donde se describen serios 
brotes  hospitalarios  causados  por  una  única  cepa  resistente  a  los  carbapenemes  (155,  157, 
158). También se han descrito brotes hospitalarios producidos por distintas cepas resistentes a 
carbapenemes en períodos de tiempo consecutivos o solapados (159, 160), e incluso casos de 
diseminación clonal entre diferentes hospitales de ciudades o países diferentes (161). Hasta la 
fecha, el brote que aquí se estudia ostenta el título del brote de A. baumannii más importante 
que se ha producido en un solo hospital. 
Así, en 2007 la incidencia de bacteriemias producidas por A. baumannii se incrementó 
de 0,03 a 1,1 episodios por 100.000 camas/día lo que originó el pico máximo del brote. El clon 
de A. baumannii AbH12O‐A2 fue el responsable del 79,3 % de las bacteriemias producidas en 
el período 2006‐2008. Aunque se produjeron casos de bacteriemia causados por otros clones 
de A. baumannii  resistente a  los  carbapenemes antes de enero de 2006,  todos estos  clones 
fueron  desplazados  por  la  cepa  A.  baumannii  AbH12O‐A2.  Esta  cepa  se  estableció  como 
endémica  de  ciertas  áreas  hospitalarias  y  su  éxito  se  debió  a  su  elevada  capacidad  de 
supervivencia y persistencia en el ambiente hospitalario. Como resultado de la alta incidencia 
de bacteriemias producidas por el clon AbH12O‐A2 y, con el fin de determinar los factores de 
riesgo  y  características  clínicas  asociadas  con  este  clon  en  particular,  se  realizó  una 
comparación  de  las  características  clínicas  de  los  pacientes  que  desarrollaron  bacteriemias 
producidas por esta cepa con aquellas causadas por otros clones de A. baumannii. El análisis 
multivariante  mostró  que  “estar  hospitalizado  en  la  UCI  hospitalaria”  o  “haber  estado 
expuesto previamente a 3 o más antibióticos” fueron factores de riesgo para desarrollar una 
bacteriemia causada por este clon AbH12O‐A2. La combinación de “estar ingresado en la UCI”, 
lugar  que  está  sometido  a  una  alta  presión  antibiótica,  junto  con  el  fenotipo  de 
multirresistencia que presentaba esta cepa AbH12O‐A2, probablemente hayan contribuido su 
persistencia y a la aparición de nuevas infecciones en el torrente sanguíneo. Por otra parte, en 
cuanto al origen de las bacteriemias, las neumonías asociadas a ventilación mecánica pudieron 
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ser  las  promotoras  de  las  bacteriemias  secundarias,  pasando  así  las  bacterias  desde  los 
pulmones al torrente sanguíneo. 
A lo largo del curso de este brote, de un total de 377 aislados, 290 se relacionaron con 
el clon AbH12O‐A2. Esta cepa mostró unas características especiales desde el punto de vista 
microbiológico y molecular. Se trataba de una cepa multirresistente, sólo sensible a colistina y 
tigeciclina. Contenía el plásmido pMMA2 portador de un gen blaOXA‐24 flanqueado por los sitios 
de recombinación XerC/XerD. Esta localización plasmídica facilitó la diseminación y transmisión 
horizontal de la β‐lactamasa entre la cepa AbH12O‐A2 y los otros clones del brote. Además, el 
estudio detallado de  las secuencias codificantes del plásmido pMMA2 reveló  la presencia de 
dos  posibles  factores  de  virulencia,  los  cuales  resultaron  estar  sobreexpresados  en  el  clon 
AbH12O‐A2. Uno de ellos consistió en una toxina formadora de poros, una septicolisina. Este 
factor  de  virulencia  se  encontró  sobreexpresado  más  de  dos  veces  con  respecto  a  lo 
encontrado en otros clones, debido a la inserción de una secuencia de la familia IS4, lo cual le 
confería una secuencia promotora más fuerte. Este gen mostró un nivel de expresión mucho 
menor  cuando  se  encontró  en  otro  clon  esporádico  del  brote,  el  clon  AbH12O‐CU3, ya  que 
carecía de esta secuencia de inserción del tipo IS4.  
El papel exacto de la septicolisina aún no se ha determinado. El análisis de su secuencia 
mostró que presentaba homología con citolisinas dependientes de colesterol que ayudan a la 
bacteria en la invasión de tejidos y que han sido descritas en bacterias patógenas tales como 
Clostridium perfringens, Bacillus anthracis  o Streptococcus pneumoniae  (162).  Los genes que 
codifican  esta  septicolisina  han  sido  descritos  en  varios  plásmidos  de  A.  baumannii 
anteriormente  (91,  163,  164).  El  hecho  de  que  la  septicolisina  se  encuentre  tan  extendida 
sugiere que este gen puede proporcionar ciertas ventajas a la bacteria portadora. 
También  se  encontró  que  en  el  plásmido  pMMA2  del  clon  AbH12O‐A2  se 
sobreexpresaba un gen que codifica un receptor de membrana dependiente de TonB. Este tipo 
de  proteínas  participan  en  el  proceso  de  adquisición  de  hierro  produciendo  energía  para  el 
transporte  del  complejo  sideróforos‐hierro  al  interior  de  la  célula  bacteriana.  Por  ello,  estas 
proteínas  están  relacionadas  con  virulencia  en  A.  baumannii  a  través  de  su  papel  en  la 
adquisición de hierro (165) lo cual, a su vez, puede estar relacionado con la supervivencia de la 
bacteria en los pulmones o en la sangre del hospedador (139, 146, 166). El amplio espectro de 
resistencia  a  antibióticos  junto  con  la  sobreexpresión  de  estos  dos  factores  de  virulencia 
plasmídicos podría explicar la alta tasa de bacteriemias causadas por la cepa AbH12O‐A2. 
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Los  análisis  comparativos  de  todas  las  secuencias  de  los  plásmidos  estudiados  del 
brote demostraron que todos eran portadores de la carbapenemasa OXA‐24 y, que en todos 
los  casos,  el  gen  blaOXA‐24 estaba  flanqueado  por  los  sitios  de  recombinación  XerC/XerD.  El 
hecho de que el módulo de ADN  formado por el  gen blaOXA‐24 flanqueado por  las  secuencias 
XerC/XerD se encuentre integrado en distintos plásmidos demuestra que durante el brote no 
hubo  intercambio de un único plásmido portador del gen blaOXA‐24 entre  las diferentes cepas 
aisladas. La descripción de las estructuras de los plásmidos proporcionaron la evidencia de que 
se produjo un  intercambio de una región de ADN portadora del gen blaOXA‐24  flanqueada por 
los sitios de recombinación XerC/XerD entre los diversos plásmidos del brote. Además, cuando 
se comparó la región de ADN anterior y posterior al gen blaOXA‐24 de los plásmidos aislados del 
brote con las secuencias de los plásmidos pABVA01, p2ABAYE, pAB0057, pAB02, pAB2, pAV1 o 
pABIR, se comprobó que el porcentaje de homología de las secuencias XerC/XerD era superior 
al 73 % en todos los casos. Estos datos indican que las regiones flanqueantes portadoras de los 
sitios  XerC/XerD  son  de  secuencias muy  conservadas  por  lo  que  la  recombinación  Xer  debe 
tratarse de un fenómeno que ha estado relacionado desde siempre con los genes tipo OXA‐24. 
Grosso  y  col.  (2012)  estudiaron  el  entorno  genético del  gen blaOXA‐24 en  15  cepas  clínicas  de 
Acinetobacter spp. confirmando lo anterior (83). D´Andrea y col. (2009) sugirieron por primera 
vez que estos  sitios de  recombinación XerC/XerD pueden actuar  como dianas específicas de 
recombinación  que  permiten  movilizar  moléculas  pequeñas  de  ADN  entre  plásmidos  y 
cromosomas de Acinetobacter (82). Como los sitios de recombinación Xer están localizados en 
direcciones  opuestas,  la  recombinación  a  través  del  sistema  Xer  debería  suceder  por  una 
inversión en la posición de los genes. 
La  recombinación  de  ADN  a  través  del  sistema  de  recombinación  Xer  en  plásmidos 
requiere de la participación de las recombinasas cromosómicas XerC y XerD, de los lugares de 
unión XerC/XerD, de  la participación de  las proteínas accesorias PepA, ArgR y ArcA y de una 
secuencia  accesoria  de  aproximadamente  180  pares  de  bases  localizada  próxima  al  núcleo 
(167‐170). La recombinación ocurre a través de la formación del complejo heterotetramérico 
en el cual cada recombinasa cataliza el intercambio de un par de hebras de ADN. Las proteínas 
accesorias se unirían a la secuencia e inducirían la formación de un complejo sináptico el cual 
es requerido para la recombinación (169). Estos eventos de recombinación se han relacionado 
con la integración sitio específico y escisión de los genomas lisogénicos, con la transposición de 
transposones  conjugativos,  con  la  terminación  de  la  replicación  cromosómica  y  con  la 
estabilidad plasmídica en otras bacterias Gram‐negativas (169, 171‐173). 
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El análisis de las secuencias de los plásmidos reveló que todas las secuencias contenían 
el  mismo  cassette  de  movilización  formado  por  una  región  de  142  pb  seguida  del  sitio  de 
recombinación XerC/XerD, una región de 72 pb previa al gen blaOXA‐24 , tras el que se disponen 
10 pb y el próximo sitio de  recombinación XerD/XerC. En el presente  trabajo se sugiere que 
estas  dos  regiones  (de  142  y  72  bp)  podrían  actuar  como  dianas  de  unión  de  las  proteínas 
accesorias requeridas para la recombinación Xer. Además, se han encontrado secuencias que 
codifican las recombinasas XerC y XerD en los genomas secuenciados de diferentes cepas de A. 
baumannii,  tal es el  caso de  las cepas AB0057, SDF, AYE y ACICU. Los  códigos de acceso del 
Genbank  de  la  recombinasa  XerC  en  dichos  genomas  son  los  siguientes:  YP_002320364.1, 
YP_001706416.1, YP_001712817.1, y YP_001847531.1,  respectivamente. Y para el  caso de  la 
recombinasa  XerD:  ZP_02977538.1,  YP_001708368,  YP_001715285.1,  y  YP_001844923.1, 
respectivamente.  Además,  en  los  genomas  de  A.  baumannii  AB0057,  SDF,  y  AYE  se  ha 
encontrado  la  presencia  de  la  proteína  accesoria  PepA  (códigos  de  acceso  del  GenBank: 
YP_002317727.1, YP_001708379.1, y YP_001715297.1, respectivamente). En el genoma de la 
cepa  clínica AbH12O‐A2  los  loci  LX00_14100 y  LX00_13000 codifican  las  recombinasa XerC y 
XerD,  respectivamente.  También  se  ha  localizado  el  locus  LX00_01240  que  codifica  una 
aminopeptidasa A (PepA).  
Además, este sistema de recombinación XerC/XerD no es exclusivo de la β‐lactamasa 
OXA‐24.  Povilonis  y  col.  (2013)  describieron  un  plásmido  aislado  de  una  cepa  clínica  que 
contenía  dos  copias  de  la  β‐lactamasa  OXA‐72  flanqueadas  por  los  sitios  de  recombinación 
XerC/XerD y dispuestas en direcciones opuestas (84). Cayô y col.  (2014) describieron la OXA‐
207, variante de la OXA‐24 con un cambio aminoacídico, en una cepa de Acinetobacter pitti, la 
cual también estaba flanqueada por las secuencias de recombinación Xer. En este trabajo, los 
autores sugieren que se produjo un  intercambio plasmídico entre una cepa de A. baumannii 
portadora de esta OXA‐207 y  la  cepa de estudio Acinetobacter pitti, aunque, hasta  la  fecha, 
esta OXA‐207 no ha sido descrita en ninguna cepa de A. baumannii (174). 
El  hecho  de  que  la  β‐lactamasa  OXA‐24  constituya  el  mecanismo  de  resistencia  a 
carbapenemes  con mayor  prevalencia  en  las  cepas  de A.  baumannii  multirresistentes  en  la 
península ibérica podría ser debido al exitoso mecanismo de diseminación a través del sistema 
de  recombinación  XerC/XerD  junto  con  la  presencia  en  sus  plásmidos  del  sistema 
toxina/antitoxina  descrito  por  Mosqueda  y  col,  (2014).  Este  sistema  se  encontró  en  los 
plásmidos pMMA2 y pMMCU3 de  las cepas brote. Se trataba de  las ORFs 4 y 5 del plásmido 
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pMMA2, y de las ORFs 3 y 4 del plásmido pMMCU3. Este sistema les confiere una ventaja en la 
competición con otros plásmidos (175).  
A.  calcoaceticus  ha  sido  considerado  desde  siempre  un  microorganismo  ambiental, 
aislado del  suelo o del  agua.  Sin embargo, últimamente  se han publicado varios  trabajos de 
cepas  de  A.  calcoaceticus  resistentes  a  antibióticos  aisladas  de  muestras  clínicas.  En  el 
presente  trabajo  se describe por primera  vez una  cepa de A.  calcoaceticus portadora de un 
carbapenemasa OXA‐24 aislada de una muestra de sangre En el momento de la publicación del 
presente trabajo (152) sólo se conocía un trabajo previo donde se describían dos cepas de A. 
calcoaceticus que eran portadoras de una metalo‐β‐lactamasa IMP‐4 localizada en un integrón 
de clase 1 (176). En la actualidad, existen ya varias publicaciones en las que se describen cepas 
de A. calcoaceticus resistentes a antibióticos. Sun y col. (2014) publicaron un trabajo donde se 
describía  una  cepa multirresistente  de A.  calcoaceticus portadora  de  la  β‐lactamasa NDM‐1 
plasmídica.  Además,  esta  cepa  también  era  portadora  de  una  OXA‐417  inactivada  por  la 
inserción  de  una  ISAba22,  y  una  cefalosporinasa  ADC‐72  (177).  Perichón  y  col.  (2014), 
realizaron un estudio con distintas cepas de Acinetobacter spp., entre las que se encontraban 
tres  cepas  de A.  calcoaceticus. En  estas  cepas  se  encontraron  tres  β‐lactamasas  de  clase D, 
OXA‐213,  OXA‐268  y  OXA‐267,  las  cuales  son  intrínsecas  de  esta  especie  (178).  Estas  β‐
lactamasas  de  clase  D  ya  fueron  descritas  en  un  estudio  basado  en  la  búsqueda  de  genes 
codificantes de oxacilinasas en distintas cepas de Acinetobacter spp (179).  
En el presente trabajo se sugiere que la recombinación Xer podría actuar movilizando 
el  gen  blaOXA‐24.  Por  lo  tanto,  la  explicación  más  probable  indicaría  que  los  eventos  de 
recombinación mediados  por  Xer  pudieron  dirigir  la  diseminación  del  gen blaOXA‐24  entre  los 
diferentes plásmidos y la adquisición del gen blaOXA‐24 por la cepa de A. calcoaceticus. 
Desde  que  Smith  y  col  (2007)  publicaron  la  primera  secuencia  del  genoma  de  A. 
baumannii  ATCC  17978  (180),  el  número  de  genomas  secuenciados  se  ha  incrementado  de 
manera  exponencial.  Incluso,  se  han  creado  revistas  especializadas  en  la  publicación  de 
genomas.  La  gran  demanda  de  secuenciación  de  bajo  coste  ha  dado  lugar  a  distintas 
tecnologías de secuenciación de alto rendimiento. Tres de las más utilizadas son: 454 de Roche, 
Solexa  de  Illumina  y  SOLID  de  Applied  Biosystems.  Hasta  el  momento  se  habían  publicado 
trabajos  de  genomas  de  A.  baumannii  secuenciados  utilizando  454  o  Solexa  (181‐184).  El 
genoma  de  la  cepa  clínica  de  A.  baumannii  AbH12O‐A2  fue  secuenciado  utilizando  la 
plataforma Illumina.  
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El genoma completo de la cepa clínica AbH12O‐A2 consistió en 3,87 MB y un contenido 
de G+C del 39,1 %. Estos datos coincidieron con otros genomas completos secuenciados de A. 
baumannii.  El  tamaño de  los  genomas de  A. baumannii está  comprendido entre 4,4 MB del 
genoma de  la cepa de A. baumannii AB030 (código GenBank NZ_CP009257.1) y 3,48 MB del 
genoma de  la cepa de A. baumannii SDF (código GenBank CU468230.2). Estas diferencias de 
tamaños, podrían ser debidas al estilo de vida de cada cepa. La cepa de A. baumannii SDF fue 
aislada de un piojo y era sensible a todos los antibióticos testados (92). En cambio, la cepa de A. 
baumannii AB030 fue aislada en una infección sanguínea y es extremadamente resistente a los 
antibióticos  (sólo  es  sensible  a  colistina)  (185).  El  contenido G+C está  comprendido  entre  el 
38,75 % del genoma de la cepa de A. baumannii 6411 (código GenBank NZ_CP010368.1) y el 
39,34  %  del  genoma  de  la  cepa  de  A.  baumannii  AYE  (código  GenBank  NC_010410.1).  El 
porcentaje  de G+C  es  un  dato  característico  de  cada  género  que  se  utiliza  para  determinar 
material transferido de forma horizontal en un genoma. 
Los análisis  filogenéticos son útiles para estudiar  la relación existente  las cepas de A. 
baumannii.  Las  cepas  de  A.  baumannii  más  próximas  a  la  cepa  clínica  AbH12O‐A2  están 
representadas en la Tabla 1, Anexo III. La cepa de A. baumannii ACICU es la cepa más próxima 
genéticamente  al  clon A.  baumannii  AbH12O‐A2  (score  518),  seguida  la  cepa A.  baumannii 
AB900 (score 500) y de la cepa A. baumannii AYE (score 483). Estas tres cepas de A. baumannii 
son las cepas secuenciadas hasta el momento que mayor número de genes comparten con la 
cepa del brote AbH12O‐A2. Además, las cepas de A. baumannii AYE, ACICU y AbH12O‐A2 son 
cepas multirresistentes que han sido aisladas de brotes epidémicos en hospitales de Francia, 
Italia y España (151, 186, 187). 
El genoma completo de la cepa clínica AbH12O‐A2 está formado por 3.536 secuencias 
codificantes, 72 secuencias codificantes de ARN transferente y 6 clusters de ARN ribosómico. El 
número de clusters de ARNt en cepas de Acinetobacter puede variar entre 5 y 7 (91). La cepa 
de A. baumannii con menor número de secuencias codificantes descrita es ATCC 17978 (3367 
secuencias codificantes) (180) y la cepa que más secuencias codificantes tiene es A. baumannii 
AB030, cepa con el genoma de mayor tamaño. La mayoría de las secuencias codificantes de la 
cepa A. baumannii AbH12O‐A2 están relacionadas con procesos metabólicos y con funciones 
celulares generales tales como la división celular, el mantenimiento celular, el mantenimiento 
y  la  formación  de  la  pared  celular  y  la  cápsula,  el  transporte  a  través  de  la membrana  y  la 
respuesta a estrés, entre otras. Un dato que  llama  la atención y que es  común en  todas  las 
cepas de Acinetobacter es el elevado porcentaje de proteínas con función desconocida (138). 
Discusión	
111	
En el caso de A. baumannii AbH12O‐A2, el 28 % de las secuencias codificantes del genoma se 
correspondieron con proteínas hipotéticas con función desconocida.  
A  raíz  del  aumento  en  la  secuenciación  de  genomas,  se  han  desarrollado múltiples 
herramientas  que  permiten  la  identificación  de  secuencias  codificantes,  regiones,  o motivos 
concretos dentro de un genoma. Utilizando estos programas bioinformáticos, se observó que 
la cepa A. baumannii AbH12O‐A2 tenía 56 secuencias codificantes relacionadas con resistencia 
a antibióticos y compuestos tóxicos. Los más abundantes son genes que codificaban bombas 
de expulsión, seguido de genes relacionados con  la homeostasis y  tolerancia al cobre, con  la 
resistencia a cromo, cadmio, zinc y cobalto y, genes relacionados con la resistencia a arsénico. 
Además  de  la  OXA‐24  plasmídica  descrita  en  el  capítulo  I,  en  el  genoma  de  la  cepa  A. 
baumannii AbH12O‐A2 se describieron genes de resistencia a aminoglucósidos (aac(3)‐lla, strA, 
y  strB), genes de resistencia a antibióticos β‐lactámicos  (blaOXA‐65, blaADC‐25, y blaTEM‐1B) y 
un  gen  de  resistencia  a  sulfonamidas  Sul2.  La  cepa  de A.  baumannii AbH12O‐A2  no  sólo  es 
multirresistente a antibióticos,  sino que  también posee genes que  le permiten  sobrevivir  en 
ambientes  con  altos  niveles  de  metales  pesados.  Este  hecho,  le  confiere  la  habilidad  de 
persistir en ambientes hostiles muy diversos. 
La  presencia  de  bacteriófagos  en  los  genomas  bacterianos  es  un  hecho  bastante 
frecuente.  Los  fagos  son  parásitos  naturales  bacterianos  y  son  muy  específicos  de  su 
hospedador bacteriano. En  los últimos años, el  interés por estos microorganismos ha  ido en 
aumento  debido  a  que  podrían  utilizarse  como  agentes  antibacterianos,  que  actuarían 
reduciendo la población bacteriana específica. El número de fagos descritos de A. baumannii 
es cada vez mayor (188‐190). La cepa clínica A. baumannii AbH12O‐A2, contiene cuatro fagos 
distribuidos en su genoma. Su distribución y organización en el genoma de la cepa AbH12O‐A2 
se representa en la, Figura 2A y B, Anexo III. El fago más grande (39,3 kb), completo, constó de 
57  secuencias  codificantes  y  presentó  un  alto  grado  de  homología  con  el  fago  ya  descrito 
Acinetobacter  phage  Bphi‐B1251  (código  GenBank  NC_019541).  Otro  fago  intacto,  con  un 
tamaño  de  37  kb  y  compuesto  por  32  secuencias  codificantes,  presentó  un  alto  grado  de 
homología  con  el  fago  Enterobacteria  phage  mEp235  (código  GenBank  NC_019708).  En  la 
actualidad,  no  hay  ninguna  publicación  que  haga  referencia  a  estos  fagos,  por  lo  que  sería 
interesante  en  un  futuro  comprobar  su  actividad  lítica  y  si  podrían  utilizarse  para  tratar 
infecciones producidas por A. baumannii AbH12O‐A2. 
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Las  islas  de  resistencia  son  regiones  específicas  del  genoma  donde  se  acumulan 
secuencias de ADN adquiridas por transferencia horizontal y en  las que se localizan genes de 
resistencia.  Las  isla  de  resistencia  más  frecuentes  en  A.  baumannii  es  AbaR1,  la  cual  se 
encuentra  insertada  interrumpiendo  la  secuencia  del  gen  comM.  La  cepa  de  A.  baumannii 
AbH12O‐A2 no presentó islas de resistencia del tipo AbaR1, aunque el gen comM se encontró 
íntegro  (locus  LX00_17140).  En  el  genoma  de  esta  cepa,  se  descubrió  una  región  que  no 
presenta homología con otras cepas estudias y que podría tratarse de una isla de resistencia. 
Su organización dentro del genoma de la cepa clínica AbH12O‐A2 se encuentra en la Figura 1, 
Anexo III. Esta región estaba flanqueada por la secuencia ISAbaI a ambos lados en direcciones 
opuestas. Dentro de esta  región,  que  comprendía desde  el  locus  LX00_17460 hasta el  locus 
LX00_17595,  destacaron  9  genes  que  codificaban  transposasas,  4  genes  de  resistencia  a 
antibióticos, un gen que codificaba una proteína de membrana relacionada con la resistencia a 
cloranfenicol  y  los  genes  traA  y  traD.  Estos  genes  están  relacionados  con  plásmidos 
conjugativos.  En  concreto,  el  gen  traA  codifica  la  relasaxa  que  facilita  el  proceso  de 
conjugación  de  un  plásmido  (191).  Estos  datos,  sugieren  que  un  plásmido  se  integró  en  el 
genoma de la cepa A. baumannii AbH12O‐A2 a través de la secuencia de inserción ISAbaI. Este 
fenómeno  de  inserción  de  plásmidos  en  el  cromosoma  ha  sido  descrito  en  otras  especies 
bacterianas (192). Recientemente, Garbari y col. (2015) describieron que el plásmido pKBuS13, 
portador  de  una  β‐lactamasa  KPC‐2  se  encontraba  insertado  interrumpiendo  el  locus 
codificante de una recombinasa Xer en el cromosoma de una cepa de Klebsiella pneumoniae 
(173). 
El  papel  de  A.  baumannii  como  patógeno  nosocomial  oportunista  ha  sido  muy 
estudiado, pero los aspectos moleculares de la patogénesis siguen siendo poco conocidos. La 
relevancia clínica de la bacteria A. baumannii está influenciada por su notable capacidad para 
adquirir  mecanismos  de  resistencia.  Además  de  este  perfil  de  resistencia  emergente,  A. 
baumannii  tiene  la  sorprendente  capacidad  de  persistir  durante  períodos  de  tiempo 
prolongados en el ambiente hospitalario, lo que le confiere una ventaja para su diseminación 
nosocomial.  La adherencia es el  primer paso esencial para  la  colonización y  el desarrollo de 
comunidades complejas y es un importante factor de virulencia extracelular, ya que facilita su 
persistencia  en  el  huésped.  Se  han  publicado  trabajos  previos  con  cepas  clínicas  de  A. 
baumannii  capaces  de  adherirse  y  formar  biofilm  (114,  193).  Durante  el  capítulo  IV  de  la 
presente tesis doctoral, mediante diferentes métodos fenotípicos y genotípicos, se han estado 
estudiado  factores  que  podrían  intervenir  activamente  en  la  persistencia  y  en  el  potencial 
infectivo de  la  cepa multirresistente de A.  baumannii  AbH12O‐A2,  cepa que  causó un  grave 
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brote  nosocomial  durante  más  de  30  meses  y  que  dio  cuenta  de  65  casos  de  infecciones 
sanguíneas  (151).  Diversos  experimentos  fenotípicos  realizados  con  la  cepa  A.  baumannii 
AbH12O‐A2 revelaron que esta cepa clínica tenía una capacidad extraordinaria para adherirse 
a distintos  tipos de  células epiteliales humanas,  tales  como  las  células alveolares A549 o  las 
células HeLa. Sin embargo, esta cepa clínica de A. baumannii resultó ser una cepa inmóvil con 
una baja capacidad de formación de biofilm,  incapaz de desarrollar un biofilm maduro sobre 
superficies  abióticas,  tal  y  como  se  ha  visto  mediante  microscopía  electrónica  de  barrido 
(Figura 1, Anexo IV). Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos por Eijkelkamp y col. 
(2011)  que,  tras  el  análisis  fenotípico  de  52  aislamientos  clínicos  de  A.  baumannii  (114), 
observaron que no existía una relación directa entre la capacidad de formación de biofilm, la 
adherencia  y  la  movilidad  de  las  diferentes  cepas,  sino  que  se  trataba  de  mecanismos 
independientemente regulados. Diversos autores han sugerido que podrían existir diferentes 
mecanismos  implicados  en  la  adherencia  a  superficies  bióticas  y  abióticas  incluso dentro  de 
una misma cepa (112, 114, 194). 
Basándonos en estas observaciones, en la secuencia del genoma completo de la cepa 
de  A.  baumannii  AbH12O‐A2  (153)  y  en  el  análisis  comparativo  con  otros  genomas 
secuenciados  de  cepas  de  A.  baumannii  patógenas  o  comensales,  pudimos  identificar  una 
región  de  18  Kb  que  contenía  un  sistema  de  secreción  de  dos  componentes  (TPS), 
AbFhaB/AbFhaC, el  cual  resultó estar  implicado en el  fenotipo de adherencia y virulencia en 
esta  cepa  clínica.  Los  datos  de  nuestra  secuencia mostraron  que  el  operón AbFhaB/AbFhaC 
estaba localizado en una región de 18 Kb flanqueada por secuencias directas repetidas. Estas 
secuencias,  normalmente  comprendidas  entre  16  y  20  pb,  podrían  actuar  como  sitios  de 
reconocimiento de enzimas que participan en la escisión de elementos genéticos móviles. Este 
hecho, junto con el menor contenido en CG y la inserción junto a un gen codificante de ARNt, 
sugieren que esta secuencia pudo ser adquirida por transferencia genética horizontal como un 
elemento genético móvil para formar lo que se conoce como isla de patogenicidad (195, 196). 
AbFhaB/AbFhaC es un sistema de secreción tipo V de dos componentes, conformado 
por dos proteínas: AbFhaB (proteína TpsA) y AbFhaC (proteína TpsB). El análisis de la secuencia 
N‐terminal de  la proteína AbFhaB reveló  la presencia de un dominio TPS conservado en esta 
región.  Este  dominio  TPS  tiene  un  sitio  de  anclaje  para  su  transportador  (una  secuencia  de 
unión  a  TpsB),  que  sugiere  que  esta  proteína  TpsA  es  secretada  y/o  transportada  por  la 
proteína TpsB. El análisis de la secuencia aminoacídica mostró un elevada homología con otras 
proteínas  tipo TpsA descritas,  tales  como  la proteína  Fha de B. pertussis  (197) o  la proteína 
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HecA de Erwinia chrysanthem (198). Además, esta proteína también contenía un motivo RGD 
el  cual  ha  sido  relacionado  con  adherencia  a  células  de  mamíferos  a  través  de  la  unión  a 
integrinas (199), aunque su papel en A. baumannii no ha sido demostrado. En contraste con la 
región N‐terminal,  la  región del  extremo C‐terminal  presentaba muy poca  homología  con  la 
proteína Fha de B. pertussis. La proteína AbFhaC (proteína TpsB), proteína muy conservada en 
su totalidad que pertenece a la superfamilia de proteínas transportadoras Omp85/TPSB, media 
la secreción de la exoproteína AbFhaB al exterior. Las predicciones informáticas indicaron que 
la  proteína  AbFhaC  constituye  un  canal  transmembrana  con  forma  de  β‐barril  que 
hipotéticamente sirve como un conducto a través del cual la proteína AbFhaB sale al exterior. 
Esta proteína tiene un dominio polipeptídico asociado al transporte POTRA, el cual se cree que 
participa  en  el  reconocimiento  del  dominio  TPS  de  la  proteína  TpsA  en  el  periplasma  y  la 
transloca  a  través  de  la  membrana  externa  al  exterior,  donde  permanecerá  anclada  en  la 
membrana o será liberada al exterior (3, 197). Nuestros resultados mostraron que las células 
que  producen  el  sistema  AbFhaB/AbFhaC  en  la  superficie  bacteriana  se  adhieren 
significativamente  en  mayor  porcentaje  a  las  células  epiteliales  humanas  que  las  células 
deficientes  de  AbFhaC.  La  inactivación  funcional  de  este  sistema  de  secreción  de  dos 
componentes  fue  abordada  mediante  el  análisis  del  perfil  proteico  de  las  vesículas  de 
membrana  externa  (OMVs)  producidas  tanto  por  la  cepa  clínica  como  por  la  cepa mutante 
derivada  AbH12O‐A2ΔfhaC.  Se  confirmó  que  la  proteína  AbFhaB  deja  de  ser  secretada  en 
ausencia de AbFhaC tal como ocurre en B. pertussis (200), ya que ambas proteínas funcionan 
como  un  operón.  Las  OMVs  fueron  utilizadas  como  material  de  partida  para  el  análisis 
proteómico  en  lugar  de  las  bacterias  con  el  fin  de  eliminar  un  gran  número  de  proteínas 
citoplasmáticas, ya que las proteínas de estudio estaban localizadas en la membrana externa. 
En  las  muestras  de  la  cepa  clínica  AbH12O‐A2,  los  péptidos  de  la  proteína  AbFhaB  fueron 
identificados mediante  ambas  técnicas  proteómicas.  En  cambio,  los  péptidos  de  la  proteína 
AbFhaC  sólo  fueron  identificados  cuando  se  utilizó  un  método  proteómico  dirigido.  Una 
explicación que podría darse en base a la composición de la proteína AbFhaC, guarda relación 
con la hidrofobicidad de sus péptidos, lo que dificultaría su identificación. En las muestras de la 
cepa knockout isogénica AbH12O‐A2ΔfhaC, ningún péptido de las proteínas AbFhaB y AbFhaC 
fue identificado, sugiriéndose que ambas funcionan como un operón.  
Los sistemas de secreción de dos componentes juegan un papel muy importante en la 
adherencia a superficies bióticas (198, 201, 202).  
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En  este  trabajo  hemos  demostrado  que  cuando  el  sistema  de  secreción 
AbFhaB/AbFhaC de la cepa clínica AbH12O‐A2 está funcionalmente inactivado, el fenotipo de 
adherencia mostrado por la cepa se ve significativamente reducido. Nuestros resultados están 
de acuerdo con los resultados obtenidos por Serra y col. (2011) y Darvish y col. (2014), donde 
se  demuestra  que  estos  sistemas  de  dos  componentes  desempeñan  un  papel  clave  en  la 
adherencia a células epiteliales tanto en B. pertussis como en A. baumannii 19606T (203, 204). 
A  diferencia  de  A.  baumannii  19606T,  la  ausencia  del  sistema  de  dos  componentes 
AbFhaB/AbFhaC no tiene un claro efecto en  la  formación de biofilm según  la evaluación por 
microscopía  electrónica  de  barrido  (datos  no  mostrados).  Además,  se  ha  descrito  que  la 
proteína Fha de B. pertussis contribuye a la maduración del biofilm promoviendo la formación 
de  microcolonias  (204).  Sin  embargo,  este  papel  no  se  ha  demostrado  en  A.  baumannii 
AbH12O‐A2 ya que esta cepa no es capaz de formar un biofilm maduro aunque muestra una 
gran habilidad para adherirse a superficies abióticas de acuerdo con  los datos obtenidos por 
microscopía electrónica de barrido. 
El  análisis  ultraestructural  de  las  interacciones  huésped‐patógeno  proporcionan 
conocimientos  sobre  los  procesos  celulares  implicados  en  la  patogénesis  la  cepa  de  A. 
baumannii  AbH12O‐A2.  Esta  cepa  mostró  no  solo  una  notable  capacidad  para  unirse  a  las 
células epiteliales, sino que además causó graves daños en la monocapa de células epiteliales 
alveolares  humanas  A549,  implicando  a  la  proteína  AbFhaB  expuesta  en  la  superficie 
bacteriana. Las células A549 infectadas con la cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC mostraron una 
significativa  reducción  del  número  de  bacterias  adheridas  y  la  monocapa  se  encontraba 
significativamente más saludable que las infectadas con la cepa clínica parental. 
Un análisis más detallado reveló que la proteína AbFhaB de la cepa clínica AbH12O‐A2 
interactúa  con  las  células  hospedadoras  a  través de  la  unión a  la  fibronectina.  Las  bacterias 
patógenas utilizan proteínas del tipo adhesinas para unirse de manera selectiva a proteínas de 
la matriz extracelular de las células epiteliales para posteriormente propagarse y diseminarse a 
otras partes del cuerpo. La fibronectina es una glicoproteína localizada en fluidos corporales, 
en  las  superficies  celulares  y  en  la matriz  extracelular,  cuya  función  consiste  en  conectar  el 
citoesqueleto con la matriz extracelular donde están embebidas las células eucariotas (205). Se 
han  publicado  estudios  que  demuestran  que  la  fibronectina  celular  humana  actuaría  como 
diana  de  adhesión  para  distintas  especies  bacterianas  (206,  207).  Smani  y  col.  (2012) 
demostraron  que  A.  baumannii  tiene  ligandos  específicos  para  la  proteína  fibronectina 
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confirmando que  la  fibronectina es un potencial  hospedador para A. baumannii  (124).  En el 
presente  trabajo  se  demostró  que  la  proteína  AbFhaB  actúa  mediando  la  unión  a  la 
fibronectina  inmovilizada  en  la  cepa  multirresistente  de  A.  baumannii  AbH12O‐A2.  La 
inactivación  del  sistema  de  dos  componentes  AbFhaB/AbFhaC  redujo  significativamente  la 
adherencia  a  la  fibronectina  inmovilizada.  Por  lo  tanto,  queda  demostrado  que  la  proteína 
AbFhaB de la cepa clínica AbH12O‐A2 localizada en la membrana externa, estaría implicada en 
la  adherencia  a  células  epiteliales  humanas  a  través  de  su  unión  a  la  fibronectina  celular 
humana.  
Los  aislados  clínicos  de  A.  baumannii  causan  sepsis  aguda  letal,  neumonía,  e 
infecciones de tejidos blandos cuando son probados empleando modelos de infección murina 
(208,  209). Dado que  el  sistema de dos  componentes AbFhaB/AbFhaC desempeña  un  papel 
importante  en  la  adherencia  a  tejidos  epiteliales,  quisimos  evaluar  su  implicación  en  la 
virulencia  de  la  cepa  de A.  baumannii  AbH12O‐A2.  Para  desarrollar  estos  experimentos,  se 
llevaron  a  cabo  dos  modelos  de  infección  animal  que  demostraron  la  importancia  de  este 
sistema de  dos  componentes  en  virulencia.  Los  experimentos  de  fertilidad  realizados  con  el 
invertebrado  C.  elegans  han  sido  previamente  validados  como  un  modelo  sensible  y 
reproducible  para  determinar  diferencias  sutiles  entre  cepas  derivadas  isogénicas  de  A. 
baumannii  ATCC  17978  (120,  147).  El  gran  número  de  huevos  viables  obtenidos  cuando  se 
incubaron los gusanos con la cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC revelaron que la eliminación del 
gen  fhaC  causó un  incremento significativo de  la  fertilidad de  los gusanos, demostrando por 
tanto  su  implicación  en  la  patogénesis  de  la  cepa  clínica  de A.  baumannii  AbH12O‐A2.  Los 
resultados  obtenidos  usando  el  modelo  de  infección  sistémica  en  ratón  sugirieron  que  la 
habilidad de la cepa AbH12O‐A2 para causar infección dependía parcialmente de la producción 
del sistema de dos componentes AbFhaB/AbFhaC.  
	5. CONCLUSIONES
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5. Conclusiones
1. El  brote  nosocomial  hospitalario  que  tuvo  lugar  en  el  Hospital  12  de Octubre  de
Madrid  entre  los  años  2006‐2008  fue  producido  por  diferentes  cepas  de  Acinetobacter 
resistentes  a  carbapenemes.  El  73  %  de  los  aislados  obtenidos  a  partir  de  individuos 
colonizados/infectados se correspondieron con un pulsotipo mayoritario; la cepa A. baumannii 
AbH12O‐A2. 
2. La cepa A. baumannii AbH12O‐A2 causó bacteriemias en el 22,5 % de los casos. Los
factores  de  riesgo  asociados  a  la  adquisición  de  bacteriemias  por  A.  baumannii  AbH12O‐A2 
fueron la hospitalización en la UCI,  la exposición previa a 3 o más antibióticos y  la neumonía 
asociada a ventilación mecánica. 
3. Durante  el  brote  se  estudiaron  cinco  cepas  diferentes  de  Acinetobacter
representados  por  los  pulsotipos  AbH12O‐A2,  AbH12O‐D,  AbH12O‐CU1,  AbH12O‐CU2  y 
AbH12O‐CU3. Todas las cepas del brote eran portadoras de un gen blaOXA‐24, flanqueado por los 
sitios  de  recombinación  XerC/XerD,  localizado  en  plásmidos  diferentes  (pMMA2,  pMMD, 
pMMCU1,  pMMCU2  y  pMMCU3  con  códigos  de  acceso  al  GenBank  NC_013277.1, 
NC_019280.1, NC_013056.1, NC_013506.1 y NC_019199.1, respectivamente).  
4. Se describió una β‐lactamasa OXA‐24 en la cepa de Acinetobacter calcoaceticus Acal
H12O‐07. 
5. La cepa de A. baumannii AbH12O‐A2 era portadora de dos factores de virulencia de
localización plasmídica; un gen que codificaba una septicolisina, toxina formadora de poros, y 
un gen que codificaba una proteína dependiente de TonB,  relacionada con el  transporte del 
hierro. La inserción de una secuencia IS4 en la región promotora del gen de la septicolisina y el 
cambio de dos nucleótidos en  la  región promotora del gen dependiente de TonB, aportaron 
más  fuerza  a  los  promotores  de  ambos  genes,  por  lo  que  la  expresión  de  estos  genes  fue 
mayor  en  la  cepa A.  baumannii  AbH12O‐A2  que  en  los  otros  clones  del  brote.  Este  hecho 
supondría una ventaja para  la cepa A. baumannii AbH12O‐A2,  lo cual  le permitió  instaurarse 
como cepa mayoritaria desplazando al resto de cepas del brote. 
6. Se describió el genoma de la cepa A. baumannii AbH12O‐A2 (GenBank C P009534).
El genoma constaba de 3,87 MB y un contenido G + C del 39,4 %. El análisis genómico indicó 
que A. baumannii AbH12O‐A2 es próxima filogenéticamente a la cepas de A. baumannii ACICU 
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y  AYE,  ambas  cepas  multirresistentes  que  también  han  sido  aisladas  durante  brotes 
epidémicos. 
7. La  diseminación  de  la  β‐lactamasa  OXA‐24  a  través  de  las  distintas  cepas  de
Acinetobacter del brote puede haber sido mediada por el sistema de recombinación Xer. Las 
secuencias que codifican las recombinasas Xer C y Xer D, así como la proteína accesoria PepA 
se localizaron en el genoma de la cepa A. baumannii AbH12O‐A2.  
8. La  cepa  de A.  baumannii  AbH12O‐A2  presenta  una  alta  capacidad  de  adhesión  a
células epiteliales humanas.  
9. El  sistema  de  secreción  AbFhaB/AbFhaC  descrito  en  la  cepa  de  A.  baumannii
AbH12O‐A2 está implicado en la adherencia a células epiteliales humanas. La proteína AbFhaB 
secretada a  través de  la proteína de membrana externa AbFhaC se adhiere a  la  fibronectina 
localizada en la matriz extracelular de las células epiteliales humanas. 
10. El  sistema  de  secreción  AbFhaB/AbFhaC  descrito  en  la  cepa  de  A.  baumannii
AbH12O‐A2 está implicado en virulencia tal como sugieren los modelos de infección realizados 
en C. elegans y en ratón. 
11. El análisis proteómico de las vesículas de membrana externa, extraídas a partir de
la cepa clínica A. baumannii AbH12O‐A2 y de su derivado isogénico AbH12O‐A2ΔfhaC, mostró 
que  estas  dos  proteínas  sólo  estaban  presentes  en  la  cepa  salvaje.  El  sistema  de  secreción 
AbFhaB/AbFhaC funciona como un operón. 
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7.1. ANEXO I 
Tabla 1. Perfiles de sensibilidad antibiótica de la clínica de A. baumannii AbH12O‐A2, de la cepa 
sensible a antibióticos A. baylyi ADP1 y de la cepa de A. baylyi  transformada con el plásmido 
pMMA2 aislado de la cepa clínica. Experimentos realizados por microdilución en LB. 
Antibiótico  CMI (mg/L) de Acinetobacter sp 
A. baumannii AbH12O‐
A2 portador del 
plásmido pMMA2 
A. baylyi ADP1 
portador del plásmido 
pMMA2 
A. baylyi ADP1 
Ampicilina  >256  >256  4 
Piperacilina  >256  >256  16 
Cefalotina  >256  24  12 
Cefuroxima  >256  12  4 
cefotaxima  >256  4  4 
Ceftazidima  32  4  4 
Cefepime  16  2  1 
Imipenem  >32  >32  0.094 
Meropenem  >32  >32  0.125 
Ciprofloxacino    >2  ‐a ‐
Sulfametoxazol  >4/76  ‐  ‐ 
Amikacina  >32  ‐  ‐ 
Rifampicina  4  ‐  ‐ 
Tigeciclina 
Colistina 
2 
1 
‐ 
‐ 
‐ 
‐ 
a. CMI no realizada.
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Figura 1. Patrones de electroforesis de campo pulsado de 94 cepas causantes de bacteriemias 
aisladas entre Enero de 2002 y Mayo de 2008. Las columnas de  la derecha indican: datos de 
aislamiento, antibiotipo, patrón de campo pulsado y área clínica de procedencia de estas cepas 
clínicas. 
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7.2. ANEXO II 
Figura 1. Secuencia y organización de los plásmidos secuenciados del brote. Figuras realizadas 
con el programa informático Vector NTi. 
A) Secuencia y organización del plásmido pMMA2 aislado a partir de la cepa clínica de A.
baumannii AbH12O‐A2 (Código acceso GenBank NC_013277.1). 
Caracter  Posición  Propiedades y/o supuesta función  Homología (código GenBank/EMBL) 
ORF1  141‐602   Septicolisina (endotoxina)  p2ABAYE (CU459138.1 ) 
IRL  897‐1739  
YP_001957893.1  ORF2  1418‐1719  Probable secuencia de inserción tipoIS4 
IRR  1722‐1739 
ORF3  1793‐4204  Receptor dependiente de TonB  
p2ABAYE (CU459138.1 ) ORF4  4332‐4715  Posible proteínas citoplasmática 
ORF5  4633‐4929  Posible proteína de membrana interna
XerC/XerD  5128‐5155   Sitio de recombinación 
blaOXA24  5229‐6056   Carbapenemasa OXA‐24  AJ239129 
XerD/XerC  6069‐6096  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
ORF6  7145‐7714  Proteína de replicación del ADN   ZP_04663577  
iteron  8791‐8878   4 repeticiones imperfectas iterónicas;control de la replicación del ADN 
p2ABAYE (CU459138.1 ) oriV  8896‐9100  Origen de replicación 
ORF 7  9410‐9682    Proteína hipotética 
ORF 8  9953‐10324    Proteína hipotética 
ORF9   10324‐10497    Proteína hipotética 
XerD  10521‐10531   Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
pMMA2
ORF 1
ORF 2 ORF 3
ORF 4ORF 5
OXA‐24
ORF 7
ORF 8ORF 9ORF 10
IRRIRL  XerDoriViteron 
XerC/XerD XerD/XerC
10679 bp
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B) Secuencia y organización del plásmido pMMD aislado a partir de la cepa clínica de A.
baumannii AbH12O‐D (Código acceso GenBank NC_019280.1). 
Caracter  Posición  Propiedades y/o supuesta función  Homología (código GenBank/EMBL) 
ORF1  1383‐1703   Proteína hipotética   YP_001708460  
XerC/XerD  2877‐2904  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
IRL  2938‐2953 
YP_001712181 ORF2  2956‐3492  Trasposasa 2 
ORF3  3489‐4046  Trasposasa 1 
IRR  4102‐4117 
blaOXA24  4167‐4994  Carbapenemasa OXA‐24  AJ239129 
XerD/XerC  5005‐5031  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
ORF5  5063‐5821  Proteína hipotética  pMAC (AY541809) 
mobA  6125‐7294  Protein de movilización del ADN 
oriV  7475‐7675  Origen de replicación del ADN 
pAB02 (AY228470)Iteron  7692‐7787  4 repeticiones imperfectas iterónicas; control de la replicación del ADN 
repA  7832‐8719  Proteína replicación de ADN 
ORF8  8796‐9353  Proteína hipotética 
XerC/XerD  9504‐9531  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
pMMD 
9964 bp
ORF 1 ORF 2ORF 3
OXA 24 ORF 5 mobA repA 
ORF 8
ISAba1 
XerC/XerD  XerD/XerC XerC/XerDoriV iteron
IRL  IRR
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C) Secuencia y organización del plásmido pMMCU1 aislado a partir de la cepa clínica de A.
baumannii AbH12O‐CU1 (Código acceso GenBank NC_013056.1). 
Caracter  Posición  Propiedades y/o supuesta función  Homología (código GenBank/EMBL) 
ORF 1  74‐631  Proteína desconocida  pAB02 (AY228470) 
XerC/XerD  782‐809  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
ORF2  2621‐2941  ABSDF (CU468230) 
XerD  3090‐3100  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
XerD  3503‐3513  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
XerC/XerD  4116‐4143  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
blaOXA24  4217‐5044  Carbapenemasa OXA‐24  AJ239129 
XerD/XerC  5055‐5082  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
ORF3  5113‐5874  Proteína hipotética  pMAC (AY541809) 
mobA  6174‐7343  Proteína movilización del plásmido  pMAC (AY541809) 
OriV  7523‐7723  Origen de replicación del ADN  pAB02 (AY228470) 
Iteron  7740‐7835  4 repeticiones imperfectas iterónicas; control de la replicación del ADN  pAB02 (AY228470) 
repA  7880‐8767  Proteína replicación de ADN  pAB02 (AY228470) 
pMMCU1
8771 bp
ORF 1 ORF 2
OXA‐24 ORF 4 mobA  repA 
oriV iteronXerC/XerD  XerC/XerD XerD/XerC XerD XerD
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D) Secuencia y organización del plásmido pMMCU2 aislado a partir de la cepa clínica de A.
baumannii AbH12O‐CU2 (Código acceso GenBank NC_013506.1). 
Caracter  Posición  Propiedades y/o supuesta función 
Homología 
(código 
GenBank/EMBL) 
ORF1  200‐961  Proteína hipotética  pMAC (AY541809) 
ORF2  1041‐2414  Transposasa  ZP_03823714.1  
XerC/XerD  2480‐2507  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
ORF3  4329‐4649  Proteína hipotética  YP_001708460.1 
XerD  4799‐4809  Sitio de recombinación 
pABVA01 
(FM210331.1) XerD  5209‐5219 
Sitio de recombinación 
XerC/XerD  5822‐5849  Sitio de recombinación 
blaOXA24  5923‐6750  Carbapenemasa OXA‐24  AJ239129 
XerD/XerC  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
ORF5  6939‐7496  Proteína hipotética 
pAB02 
(AY228470) 
repA  7573‐8460  Proteína replicación de ADN 
Iteron  8505‐8600  4 repeticiones imperfectas iterónicas; control de la replicación del ADN 
OriV  8617‐8817  Origen de replicación del ADN 
mobA  8998‐10167  Proteína movilización del plásmido  pMAC (AY541809) 
pMMCU2 
10270 bp 
ORF 1 ORF 2
ORF 3
OXA‐24 ORF 5 repA  mobA 
XerD XerD oriViteronXerC/XerD 
XerC/XerD  XerD/XerC
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E) Secuencia y organización del plásmido pMMCU3 aislado a partir de la cepa clínica de A.
baumannii AbH12O‐CU3 (Código acceso GenBank NC_019199.1):  
Caracter  Posición  Propiedades y/o supuesta función  Homología (código GenBank/EMBL) 
ORF1  223‐684  Septicolisina (endotoxina)  p2ABAYE (CU459138.1 ) 
ORF2  989‐3400  Posible receptor dependiente de TonB  p2ABAYE 
(CU459138.1 ) ORF3  3528‐3836  Posible proteína citoplasmática 
ORF4  3829‐4125  Posible proteína de membrana interna 
XerC/XerD  4324‐4351  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
blaOXA24  4425‐5252  Carbapenemasa OXA‐24  AJ239129 
XerD/XerC  5263‐5290  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
ORF 6  5435‐5578  Proteína hipotética 
p2ABAYE 
(CU459138.1 ) 
ORF 7  5590‐6165  Proteína de replicación del ADN 
ORF8  6158‐7108  Proteína de replicación del ADN 
iteron  7164‐7251  3 repeticiones imperfectas iterónicas; control de la replicación del ADN 
oriV  7269‐7472  Origen de replicación del ADN 
ORF 9  7776‐8048  Proteína hipotética 
ORF 10  8319‐8690  Proteína hipotética 
ORF 11  8690‐8863  Proteína hipotética 
XerD  8886‐8896  Sitio de recombinación  pABVA01 (FM210331.1) 
pMMCU3
8964 bp
ORF 1 ORF 2
ORF 3 ORF 4
OXA‐24
ORF 6
ORF 7
ORF 11
repB
ORF 10 
ORF 9 XerDoriViteron
XerD/XerCXerC/XerD 
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7.3. ANEXO III. 
Tabla 1. Cepas próximas filogenéticamente a la cepa clínica de A. baumannii AbH12O‐
A2 analizadas con el programa bioinformático RAST (http://rast.nmpdr.org). 
ID genoma  Score  Nombre del genoma 
405416.6  518  Acinetobacter baumannii ACICU
557601.3  500  Acinetobacter baumannii AB900
509173.8  483  Acinetobacter baumannii AYE
400667.4  475  Acinetobacter baumannii ATCC 17978
480119.5  470  Acinetobacter baumannii AB0057
525242.3  469  Acinetobacter sp. 6014059
525243.3  448  Acinetobacter sp. 6013150
557600.3  446  Acinetobacter baumannii AB307‐0294
557600.4  434  Acinetobacter baumannii AB307‐0294
509170.6  430  Acinetobacter baumannii SDF
575584.3  388  Acinetobacter baumannii ATCC 19606
1100841.3  368  Acinetobacter baumannii TYTH‐1
1221244.3  365  Acinetobacter baumannii AB_1536‐8
575564.3  361  Acinetobacter sp. RUH2624
1221252.3  359  Acinetobacter baumannii AB_2007‐09‐110‐01‐7 
592014.3  351  Acinetobacter sp. 6013113
436717.3  347  Acinetobacter sp. DR1
1116235.3  344  Acinetobacter baumannii AB5256
696749.3  339  Acinetobacter baumannii 1656‐2
1116236.3  338  Acinetobacter baumannii AB5711
1168588.3  334  Acinetobacter baumannii Ab11111
1116233.3  322  Acinetobacter baumannii AB4857
1168591.3  319  Acinetobacter baumannii Ab44444
1210907.3  305  Acinetobacter baumannii BZICU‐2
1198108.3  304  Acinetobacter baumannii AC12
903897.3  303  Acinetobacter baumannii Naval‐18
886886.3  293  Acinetobacter baumannii AB210
575565.3  289  Acinetobacter sp. SH024
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Figura 1. Figura representativa de la isla de resistencia presente en el genoma de la 
cepa clínica de A. baumannii AbH12O‐A2. 
Locus  Propiedades o supuesta función 
LX00_17460  ISAba 1 LX00_17465 
LX00_17470 
LX00_17475 
LX00_17480 
LX00_17485 
LX00_17490 
LX00_17500 
LX00_17505 
LX00_17510 
LX00_17515 
LX00_17520 
dihidropteroato sintasa 
fosfoglucosamina mutasa 
transposasa 
transposasa 
2‐aminoglucósido fosfotransferasa (Resistencia a aminoglucósidos) 
transposasa 
β‐lactamasa TEM‐1 (Resistencia a β‐lactámicos) 
aminoglucósido 3‐N‐acetiltransferasa (Resistencia a aminoglucósidos) 
proteína hipotética 
transposasa 
LX00_17530  transposasa 
LX00_17535  transposasa 
LX00_17545  transposasa 
LX00_17550 
LX00_17555 
LX00_17560 
LX00_17565 
LX00_17570 
LX00_17575 
LX00_17580 
LX00_17585 
transportador MFS (Participa en la resistencia a cloranfenicol) 
proteína hipotética truncada 
conjugal transfer protein TraA 
conjugal transfer protein TraD 
proteína hipotética 
proteína hipotética 
3'‐kinasa 
aminoglucósido fosfotransferasa 
LX00_17590  ISAba 1  LX00_17595 
isla resistencia AbH12O‐A2
24620 bp
LX00 1760 
LX00 1765
LX00 17470
LX00 17475 
LX00 17480
LX00 17535
LX00 17490 
LX00 17485 
LX00 17500 
LX00 17505
LX00 17515 LX00 17520LX00 17530
LX00 1745
LX00 17550 
LX00 17560 
LX00 17565
LX00 17570
LX00 17575 
LX00 17580
LX00 17585
LX00 17595
ISAba 1 ISAba 1 
LX00 17510
LX00 17590
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Figura 2. A) Representación de  los  cuatro  fagos  integrados en el  genoma de  la  cepa 
clínica de A. baumannii AbH12O‐A2 obtenidos con el programa bioinformático Phast. 
En  diferentes  colores  se  muestran  los  distintos  genes  que  codifican  las  partes 
necesarias  para  la  formación  del  fago.  .  B)  Disposición  de  los  fagos  en  el  genoma 
circular de la cepa clínica de A. baumannii AbH12O‐A2. 
A) 
           Leyenda: 
Sitio de adhesión 
Proteína hipotética 
Proteína fago‐like 
Terminasa 
Proteína de la cabeza 
Proteína del portal 
Proteína del tallo 
Proteína de la fibra 
Integrasa 
Transposasa 
Proteína no perteneciente al fago 
ARNt 
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B)
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7.4. ANEXO IV 
Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados en el capítulo IV. 
Oligonucleótidos   Secuencia  Uso en el estudio 
LX00_12105‐Up2‐NotI‐Fw  gcgcggccgcccatagaaagaagcaaga  Construcción de la cepa knockout isogénica AbH12O‐A2ΔfhaC  
LX00_12105‐Up2‐BglII‐Rv  gcagatctgtgtttcactgttagaac  Construcción de la cepa knockoutisogénica AbH12O‐A2ΔfhaC 
LX00_12105‐Down2‐BglII‐Fw  gcagatctgattaagttcgctgatgg  Construcción de la cepa knockoutisogénica AbH12O‐A2ΔfhaC 
LX00_12105‐Down2‐SphI‐Rv  gcgcatgcggttgattgctgtgctga  Construcción de la cepa knockoutisogénica AbH12O‐A2ΔfhaC 
LX00_12105‐ext‐Fw  gtgtaagagttcgagtct  Confirmación de la deleción del fragmento del locus LX00_12105  
LX00_12105‐ext‐Rv  cggtttccaattgaaaat  Confirmación de la deleción del locus LX00_12105 
LX00_12105‐int‐Fw  ccaaactattcgacaacag  Confirmación de la deleción del fragmento del locus LX00_12105 
LX00_12105‐int‐Rv  gttgccatgcaagaatcac  Confirmación de la deleción del fragmento del locus LX00_12105 
pMo130 site2 Fw  attcatgaccgtgctgac 
Confirmación de la construcción 
de la cepa knockout isogénica 
AbH12O‐A2ΔfhaC 
pMo130 site2 Rv  cttgtctgtaagcggatg 
Confirmación de la construcción 
de la cepa knockout isogénica 
AbH12O‐A2ΔfhaC 
LX00_12105‐ATG‐SalI‐Fw  gccgtcgacgtgtaatggtagcatgac 
Clonación del locus LX00_12105 
en el plásmido pWH1266Tpm 
para la complementación de la 
cepa knockout AbH12O‐A2ΔfhaC 
LX00_12105‐TAA‐SalI‐Rv  gccgtcgacttaataggtccaattcacg 
Clonación del locus LX00_12105 
en el plásmido pWH1266Tpm 
para la complementación de la 
cepa knockout AbH12O‐A2ΔfhaC 
Tpm‐Pprom‐HindIII‐Fw  gcgaagcttgactccagaggtcaaata  Clonación del gen Tpm en el plásmido pWH1266  
Tpm‐Pprom‐HindIII‐Rv  gcaagctttcagaacttggcagtgagt  Clonación del gen Tpm en el plásmido pWH1266  
RT#73‐LX00_12105‐Fw caaaacggttatgtaacaacacga qRT‐PCR
RT#73‐LX00_12105‐Rv  caccgtaccggatgcaata qRT‐PCR
RT#3‐LX00_12100‐Fw  ctgggcttctgctgaacaa qRT‐PCR
RT#3‐LX00_12100‐Fw  aataaatccacccctttggtaac qRT‐PCR
RT#76‐gyrB‐Fw  tctctagtcaggaagtgggtacatt qRT‐PCR
RT#76‐gyrB‐Rv  ggttatattcttcacggccaat qRT‐PCR
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Tabla  2.  Datos  proteómicos  obtenidos  con  LC‐MRM/MS  utilizados  para  diseñar  el  método 
MRM. Transiciones y co‐eluciones de los péptidos trípticos con carga +2 y +3 analizados para 
las proteínas AbFhaB y AbFhaC. 
Q1  Q3  Secuencia péptido  DP (voltios)
CE 
(voltioss)  EP  CXP 
894,45337  1103,580361  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.LNQQNSLSNSGTLNAAR.+2y11.light  96,3  41,1  15  35 
894,45337  990,496297  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.LNQQNSLSNSGTLNAAR.+2y10.light  96,3  41,1  15  35 
894,45337  903,464269  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.LNQQNSLSNSGTLNAAR.+2y9.light  96,3  41,1  15  35 
894,45337  999,485398  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.LNQQNSLSNSGTLNAAR.+2b9.light  96,3  41,1  15  35 
894,45337  1086,517427  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.LNQQNSLSNSGTLNAAR.+2b10.light  96,3  41,1  15  35 
596,638005  789,421342  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.LNQQNSLSNSGTLNAAR.+3y8.light  74,6  30  15  35 
596,638005  702,389313  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.LNQQNSLSNSGTLNAAR.+3y7.light  74,6  30  15  35 
596,638005  645,367849  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.LNQQNSLSNSGTLNAAR.+3y6.light  74,6  30  15  35 
596,638005  598,29435  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.LNQQNSLSNSGTLNAAR.+3b5.light  74,6  30  15  35 
596,638005  685,326378  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.LNQQNSLSNSGTLNAAR.+3b6.light  74,6  30  15  35 
799,430844  1057,563649  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.AQDILNDQGQILAAK.+2y10.light  89,4  37,6  15  35 
799,430844  943,520721  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.AQDILNDQGQILAAK.+2y9.light  89,4  37,6  15  35 
799,430844  828,493778  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.AQDILNDQGQILAAK.+2y8.light  89,4  37,6  15  35 
799,430844  898,426487  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.AQDILNDQGQILAAK.+2b8.light  89,4  37,6  15  35 
799,430844  1083,506528  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.AQDILNDQGQILAAK.+2b10.light  89,4  37,6  15  35 
533,289654  828,493778  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.AQDILNDQGQILAAK.+3y8.light  70  26,6  15  35 
533,289654  700,435201  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.AQDILNDQGQILAAK.+3y7.light  70  26,6  15  35 
533,289654  643,413737  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.AQDILNDQGQILAAK.+3y6.light  70  26,6  15  35 
533,289654  541,298038  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.AQDILNDQGQILAAK.+3b5.light  70  26,6  15  35 
533,289654  770,367909  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.AQDILNDQGQILAAK.+3b7.light  70  26,6  15  35 
927,947055  1216,584444  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.ITHETGTVTPSYGSYGGK.+2y12.light  98,8  42,3  15  35 
927,947055  1115,536765  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.ITHETGTVTPSYGSYGGK.+2y11.light  98,8  42,3  15  35 
927,947055  1016,468351  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.ITHETGTVTPSYGSYGGK.+2y10.light  98,8  42,3  15  35 
927,947055  940,473437  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.ITHETGTVTPSYGSYGGK.+2b9.light  98,8  42,3  15  35 
618,967129  915,420673  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.ITHETGTVTPSYGSYGGK.+3y9.light  76,2  31,3  15  35 
618,967129  818,367909  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.ITHETGTVTPSYGSYGGK.+3y8.light  76,2  31,3  15  35 
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618,967129  731,335881  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.ITHETGTVTPSYGSYGGK.+3y7.light  76,2  31,3  15  35 
618,967129  740,357344  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.ITHETGTVTPSYGSYGGK.+3b7.light  76,2  31,3  15  35 
618,967129  839,425758  >AbH12O_A2_LX00_12100 FhaB.ITHETGTVTPSYGSYGGK.+3b8.light  76,2  31,3  15  35 
554,31148  810,410442   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.IIANGYVTTR.+2y7.light  71,5  28,8  15  35 
554,31148  696,367515   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.IIANGYVTTR.+2y6.light  71,5  28,8  15  35 
554,31148  639,346051   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.IIANGYVTTR.+2y5.light  71,5  28,8  15  35 
554,31148  832,45633   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.IIANGYVTTR.+2b8.light  71,5  28,8  15  35 
369,876745  639,346051   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.IIANGYVTTR.+3y5.light  58,1  17,7  15  35 
369,876745  476,282723   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.IIANGYVTTR.+3y4.light  58,1  17,7  15  35 
369,876745  377,214309   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.IIANGYVTTR.+3y3.light  58,1  17,7  15  35 
369,876745  412,255445   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.IIANGYVTTR.+3b4.light  58,1  17,7  15  35 
369,876745  469,276909   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.IIANGYVTTR.+3b5.light  58,1  17,7  15  35 
369,876745  632,340238   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.IIANGYVTTR.+3b6.light  58,1  17,7  15  35 
503,266207  809,40396   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VPTVEADFK.+2y7.light  67,8  27  15  35 
503,266207  708,356282   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VPTVEADFK.+2y6.light  67,8  27  15  35 
503,266207  609,287868   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VPTVEADFK.+2y5.light  67,8  27  15  35 
503,266207  526,287139   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VPTVEADFK.+2b5.light  67,8  27  15  35 
503,266207  597,324253   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VPTVEADFK.+2b6.light  67,8  27  15  35 
503,266207  712,351196   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VPTVEADFK.+2b7.light  67,8  27  15  35 
559,296027  788,426093   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.SELINADLSR.+2y7.light  71,9  29  15  35 
559,296027  675,342029   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.SELINADLSR.+2y6.light  71,9  29  15  35 
559,296027  561,299101   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.SELINADLSR.+2y5.light  71,9  29  15  35 
802,912621  1078,568006   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VGQQNLQYLAEWR.+2y8.light  89,6  37,8  15  35 
802,912621  965,483942   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VGQQNLQYLAEWR.+2y7.light  89,6  37,8  15  35 
802,912621  837,425364   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VGQQNLQYLAEWR.+2y6.light  89,6  37,8  15  35 
802,912621  931,463206   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VGQQNLQYLAEWR.+2b8.light  89,6  37,8  15  35 
802,912621  1115,584384   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VGQQNLQYLAEWR.+2b10.light  89,6  37,8  15  35 
535,610839  837,425364   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VGQQNLQYLAEWR.+3y6.light  70,2  26,7  15  35 
535,610839  674,362036   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VGQQNLQYLAEWR.+3y5.light  70,2  26,7  15  35 
535,610839  561,277972   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VGQQNLQYLAEWR.+3y4.light  70,2  26,7  15  35 
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535,610839  640,3413   >AbH12O_A2_LX00_12105 FhaC.VGQQNLQYLAEWR.+3b6.light  70,2  26,7  15  35 
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Figura 1. Microscopía electrónica de barrido (SEM) de la formación de biofilm tras 5 días sobre 
superficies de poliestireno en la interfase aire‐líquido de la cepa de la A. baumannii AbH12O‐
A2 (micrografías de la fila superior del panel), de la cepa mutante isogénica AbH12O‐A2ΔfhaC 
(fila  central  del  panel)  y  de  la  cepa  mutante  isogénica  AbH12O‐A2ΔfhaC  complementada 
(micrografías  de  la  fila  inferior  del  panel).  Todas  las  micrografías  fueron  tomadas  a  5.000, 
10.000 y 50.000 aumentos. 
Cepa clínica AbH12O‐A2 
Cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC 
Cepa mutante AbH12O‐A2ΔfhaC 
complementada 
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C.H.U. A Coruña. A Coruña. España Servicio de Microbiología – Instituto de Investigación Biomédica 
A Coruña (INIBIC)  
Desarrollo de la tesis doctoral titulada: Estudio de un brote epidémico 
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Oct 2008 ‐ Jun 2009 
Estudiante en prácticas de máster universitario 
C.H.U. A Coruña. A Coruña. España Servicio de Microbiología – Instituto de Investigación Biomédica 
A Coruña (INIBIC)  
Desarrollo  del  proyecto  de  máster  titulado:  Estudio  de  un  brote 
epidémico  causado  por  distintas  cepas  de  Acinetobacter  baumannii 
multirresistente. Estudio de la epidemicidad y virulencia 
Ene 2008 – Oct 2008 
Asistente voluntaria 
C.H.U. A Coruña. A Coruña. España Servicio de Microbiología – Instituto de Investigación Biomédica 
A Coruña (INIBIC)  
 Preparación de material y medios de cultivo para bacteriología.
 Técnicas de biología molecular y microbiológicas
INFORMACIÓN PERSONAL  INFORMACIÓN DE CONTACTO: 
Nombre:  María Merino Carballeira Teléfono: +34 630351466 
Nacionalidad:  Española  Email: maria.merino.carballeira@gmail.com 
Fecha de nacimiento:  1983  Dirección: Calle Jose María Hernansaez, 29‐
3ºDcha 15009 A Coruña (España) 
Educación 
Oct 2009 – Jun 2010  Máster Universitario en Asistencia e Investigación Sanitaria 
Facultad de Ciencias de la salud (Universidad de A Coruña) 
Sept 2001 – Dic 2007  Licenciatura en Biología 
Facultad de Biología (Universidad de A Coruña)  
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